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Introduccion

1. INTRODUCCION

El melanoma cutaneo es una neoplasia originada a partir de la transformacion
maligna de los melanocitos (Figura 1), células productoras de melanina que residen
en la capa basal epidérmica de la piel (Chudnovsky et al. 2005) (figura 1A). En las
ultimas décadas, el melanoma cutaneo ha adquirido un gran protagonismo debido a
su agresividad, al incremento exponencial de su incidencia, al diagndstico en
individuos cada vez mas jévenes (Rigel et al. 1996; Alvarez Mon et al. 1997), y a que
aunque representa solamente entorno al 4% de las neoplasias malignas cutaneas,
causa aproximadamente el 79% de las muertes por cancer de piel.

El melanoma se manifiesta clinicamente como una lesidon pigmentada, a
excepcion de los melanomas acromicos, que constituyen un problema de
diagnodstico diferencial debido a que sus células han perdido la capacidad de
sintetizar melanina.

La mayoria de los melanomas cutaneos pueden dividirse en dos patrones de
crecimiento:

1. Patron de crecimiento bifasico. Compuesto por una fase de crecimiento
horizontal o radial, que consiste en la extensién centrifuga de los melanocitos
transformados en el interior de la epidermis (figura 1B), y una fase de
progresion o crecimiento vertical en la que las células del melanoma han
penetrado la unién dermo-epidérmica con invasion dérmica (figura 1C).

2. Patrén de crecimiento monofasico. En este patrén puede no evidenciarse la
fase de crecimiento radial, o ésta ser tan fugaz que no suele ser
histolégicamente reconocible y el tumor muestra exclusivamente proliferacion
de células melanomatosas en la epidermis que invaden directamente la
dermis, bien como una masa o masas celulares contiguas, o también como
células aisladas.

En el patrén de crecimiento bifasico, la proliferacion del melanoma se
caracteriza por la persistencia de la proliferacion celular a nivel exclusivamente
intraepidérmico o en la dermis papilar durante un periodo de tiempo variable,
transcurrido el cual las células del melanoma que se encuentran en alguna de las
zonas de crecimiento radial inician la invasion de la dermis, conocida como fase de

crecimiento vertical. En esta fase el tumor adquiere la capacidad de metastatizar.
12
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A Melanocitos Melanocitos
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Figura 1. Fases de progresion histolégica de la transformacion de los melanocitos.
Secciones histolégicas teiidas con hematoxilina-eosina (parte derecha) y sus
correspondientes representaciones graficas (parte izquierda). (A) Piel normal.
Distribucion de los melanocitos normales en la membrana basal epidérmica. (B) Melanoma
in situ. Las células de melanoma han migrado a la parte superior de la epidermis
(proliferacién pagetoide) y no han penetrado la membrana basal epidérmica. (C) Melanoma
en fase de crecimiento vertical. Las células de melanoma muestran una proliferacion
pagetoide y han penetrado la unién dermo-epidérmica con invasion dérmica. Figura tomada
y modificada de Chudnoyski et al., J clin Invest 2005; 115:813-24.
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2. ETIOLOGIA

A pesar de los avances en el conocimiento de la biologia del melanoma, la
etiopatogenia de esta enfermedad no esta suficientemente clara, aunque, como en
la mayoria de los canceres, existe una predisposicidn genética cuyo efecto incide en
la progresién o en la supresion del mismo (Bernal- Pérez M, 2005), y unos factores
de riesgo ambientales que pueden favorecer el desarrollo del melanoma. Algunos de

estos factores se describen a continuacion:

2.1. Luz solar

Dentro de los factores ambientales, la radiacién solar UV es considerada como
el factor etiopatogénico mas importante en el desarrollo del melanoma maligno (MM)
(World Health Organization, 1997; Maddodi N, 2008; Moan J, 2008; Garibyan et al.
2010). El sol es un emisor de radiaciones electromagnéticas de longitudes de onda
muy diversas y, cuanto mas corta es la longitud de onda, mas energética es la
radiacion y mayor su capacidad de producir reacciones quimicas y biolégicas. En el
espectro electromagnético, las radiaciones UV se situan entre 100 y 400 nm de
longitud de onda y, aunque el limite inferior es dificil de precisar, todas ellas se
integran entre las radiaciones visibles de menor longitud de onda (luz violeta) y las
llamadas radiaciones ionizantes. Las radiaciones UV, segun sus efectos biolégicos,
han sido divididas en tres grupos: UV-A (longitudes de onda entre 400 y 320 nm),
UV-B (entre 320 y 280 nm) y UV-C (menores de 280 nm) siendo, por tanto, mas
energéticas las radiaciones UV-C que las UV-B y éstas mas que las UV-A (Bernal-
Pérez M, 2005). Las radiaciones UV-A necesitan grandes dosis para producir un
efecto bioldgico, por lo que hasta hace pocos afos eran consideradas inocuas. En
cuanto a las radiaciones UV-B, se sabe, que en condiciones experimentales alteran
el ADN celular y producen eritema en la piel humana y cancer de piel en animales de
experimentacion. Las radiaciones UV-C son absorbidas en alto grado por los acidos
nucleicos y son muy eficientes para matar organismos unicelulares (bacterias, virus,
hongos) pero, en los humanos, las capas superficiales de la piel muerta absorben la
radiacién hasta tal punto que solo se produce un eritema leve, incluso después de

exposiciones repetidas. Por otro lado, aunque el sol emite grandes cantidades de
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Introduccion

radiaciones UV-A, UV-B y UV-C, solamente las UV-A y una pequefia parte de las
UV-B alcanzan la superficie terrestre.

No esta claro qué longitudes de onda son las mas activas en la patogenia del
melanoma en la raza humana. No obstante, se sabe que las radiaciones UV actuan
sobre la piel estimulando directamente la produccion de tumores cutaneos, ya que
suprimen el sistema inmunoldgico cutaneo y producen lesiones moleculares en los
melanocitos (sobre todo en su ADN) estimulando su divisién y la producciéon de
melanina.

La incidencia de melanoma es mayor en latitudes mas cercanas al ecuador y
suele aparecer con mayor frecuencia en zonas corporales expuestas. Es de destacar
que la incidencia del melanoma es mayor en sujetos que toman el sol de forma
intermitente e intensa, como personas jovenes de ambientes urbanos o
profesionales no expuestos al sol, a diferencia de otros tumores cutaneos que

obedecen mas al efecto acumulativo de la exposicion solar prolongada y continua.

2.2. Factores quimicos

Se ha observado cierta asociacion del melanoma con la exposicion, en el
ambito laboral, a ciertos productos quimicos (Langard et al., 2000), entre ellos, los
bifenilos policlorados (PCBs) y el cloruro de polivinilo (PVC). También se ha
asociado, en el terreno farmacoldgico, con beta-bloqueantes, farmacos como la
levodopa (Yamada et al., 1990; Kannengiesser et al., 2007), y ciertas hormonas
(Young et al., 2001; Althuis et al., 2005).

2.3. Factores hormonales

Su papel es poco claro y aunque la tasa de incidencia es similar en ambos
sexos, las mujeres tienen un prondstico global mejor que los hombres, ventaja que
desaparece tras la menopausia. Algunos estudios asocian una mayor incidencia de
melanoma a la ingesta de anticonceptivos orales, sobre todo si ésta tiene lugar
durante un periodo superior a 5 afios, sin embargo, esta influencia no esta
confirmada (Young et al., 2001; Althuis et al., 2005). La influencia del embarazo es

muy discutida, con resultados contradictorios.

15



Introduccion

2.4. Factores genéticos

En 1820, Norris describid por primera vez la variante hereditaria del melanoma
que ha sido confirmada en numerosos estudios posteriores. Entre el 0,4 y el 12,3%
de los pacientes tienen una historia familiar positiva, de hecho, la probabilidad de
desarrollar melanoma y de que este se desarrolle a edades mas precoces es 1.7
veces mayor en familiares de pacientes con melanoma que tienen una
consanguinidad de primer grado que en la poblacion general. En los pacientes
afectos de melanoma familiar, la incidencia de aparicion de melanomas primarios
multiples es del 12,3%, frente a un 2,8% en la poblacién general.

En la actualidad, se estan investigando varios factores genéticos por su posible
papel en el desarrollo del melanoma, incluyendo tanto genes heredados como
defectos genéticos que son adquiridos por las agresiones ambientales (Palmieri et
al., 2009). Algunos de estos defectos afectan a vias celulares de gran importancia en
la evolucion del tumor como son la proliferacion, la senescencia y la apoptosis
celular. De hecho, se han observado numerosas alteraciones genéticas (mutaciones,
amplificaciones, traslocaciones y deleciones de regiones cromosomicas) Yy
alteraciones epigenéticas (cambios heredados que afectan a la secuencia de ADN,
generalmente por modulacién transcripcional mediante metilacion del ADN y/o por
alteraciones de la cromatina como en la modificacién de las histonas) que afectan a
la activacion de oncogenes y genes supresores de tumores como el gen CDKNZ2A
(del inglés, cyclin - dependent kinase inhibitor 2A), que se localiza en el cromosoma
9p21, presenta alta penetrancia y esta involucrado en la patogénesis y en la
progresion del melanoma (Goldstein et al., 2005; Laud et al., 2006), el gen MC1R
(del inglés, melanocortin receptor 1) localizado en el cromosoma 16924.3, los genes
BRAF y RAF que pertenecen a la via de transduccion de sefal de las proteinas
quinasas que se activan por mitdégenos (MAPK, del inglés, Mitogen-Activated Protein
Kinases) y que regulan el crecimiento, la supervivencia y la invasiéon celular. Las
mutaciones en BRAF estan presentes en el 60% de los melanomas y, en el 80% de
los melanomas asociados con la exposicion intermitente al sol, mientras que son
poco frecuentes en melanomas que aparecen por exposicion cronica al sol o en

regiones anatdomicas poco o nada expuestas al sol (Maldonado et al., 2003).
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El gen PTEN (del inglés, phosphatase and tensin homolog) esta localizado en
el cromosoma 10g23.3 y se encuentra mutado en el 26%-48% de las células del
melanoma metastasico. Este gen codifica una proteina con accion supresora tumoral
que actua regulando la divisidn celular, la apoptosis, la migracion celular y la
propagacion celular, impidiendo de ese modo la division rapida y el crecimiento
incontrolado de las células tumorales por la via del Proto-oncogén 1 del timoma viral

, AKT (del inglés, thymoma viral oncogene homolog).

3. EPIDEMIOLOGIA

El melanoma supone el 1% de las muertes por cancer de cualquier etiologia
(Bernal-Pérez, 2005). La incidencia de esta neoplasia ha ido creciendo de manera
exponencial en la poblacion mundial. Asi, la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el Cancer (IARC) ha estimado que en 2008 se diagnosticaron en el mundo
199.627 nuevos casos de melanoma cutaneo, de los cuales 3.602 ocurrieron en
Espana.

Globalmente, el melanoma cutaneo no es un tumor muy frecuente, representa
el 1,6% del total de los canceres que se diagnostican en el mundo, con diferencias
muy notables entre paises de alta y baja renta. El 80% de casos ocurren en América
del Norte, Australia, Nueva Zelanda y Europa, siendo en algunos paises como
Australia y Nueva Zelanda el segundo cancer con mayor incidencia. En lo que
respecta a Espana, el melanoma cutaneo es mas frecuente en mujeres que en
hombres, con una frecuencia de 5,6 por cada cien mil y 4,8 por cada cien mil,
respectivamente (Martinez - Escribano et al, 2012).

Actualmente, el melanoma es uno de los tumores malignos con mayor
supervivencia. Segun el estudio EUROCARE- 4, que ha analizado los datos de 83
registros de cancer de 22 paises europeos, la supervivencia relativa de los pacientes
con melanoma maligno a los cinco afios del diagndstico es del 81,6%, con poca
variabilidad entre paises (Martinez-Escribano et al., 2012). En la Regién de Murcia
se diagnosticaron 1402 nuevos casos de melanoma cutaneo entre 1983 y 2003, de
los cuales el 58% ocurrieron en mujeres y menos del 1% en personas menores de
15 afios de ambos sexos. Los melanomas de piel representaron el 92,6% de todos

los melanomas registrados, el 4% fueron oculares y el resto de mucosas. La tasa de
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incidencia de melanoma cutaneo en el ultimo cuatrienio fue de 10,5 y 7,9 por cada
100.000 mujeres y hombres, respectivamente. Comparando las tasas ajustadas por
edad a la poblacion europea estandar, en la region de Murcia el riesgo de padecer
melanoma es un 21% mayor en mujeres que en hombres. De hecho, la incidencia en
Murcia se encuentra entre las mas elevadas de las registradas en Espania,
ocupando la segunda posicidn en hombres y la tercera en mujeres, aunque muy
alejada de las tasas mas altas europeas o mundiales (Martinez-Escribano et al.,
2012).

El melanoma es tipicamente un tumor de adultos, aunque suele aparecer en
edades mas tempranas que la mayoria del resto de tipos de cancer. El 50% de los
melanomas aparecen en personas menores de 55 anos y un 35% en personas de
menos de 35 afos, de manera que existe un pico diagnostico en la cuarta década de
la vida, no obstante, los adolescentes también pueden desarrollar melanoma. La
mayoria de los melanomas primarios de piel se originan de novo y aproximadamente
el 25% se desarrolla sobre un nevus preexistente. Los pacientes de raza negra

tienen una incidencia 10 veces menor que los de raza blanca.

4. CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS Y
CLASIFICACION DE LOS PACIENTES CON MELANOMA

En el melanoma cutaneo, la lesién inicial consiste en una macula asimétrica, de
coloracion irregular, con bordes dentados y un diametro superior a 6 mm. Estas
cuatro caracteristicas clinicas mas la evolucion, variacion o cambio del aspecto de la
lesién en el tiempo es lo que se ha denominado el ABCDE del melanoma: A,
asimetria; B, borde irregular; C, color no homogéneo; D, diametro mayor de 6 mm y
E, evolucion (figura 2). Estas caracteristicas no son exclusivas del melanoma y

pueden observarse también en lesiones melanociticas benignas.
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Benigno Maligno
A Asimétricos
Simétricos (los dos lados no
Asimetria coinciden)
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Borde

Color no homogéneo,

Color homogéneo .
' dos o mds tonos

Didmetro mayor a
6 mm (1/4 inch)

Tamano inferior a
6 mm (1/4 inch)

Cambios en el
tamario, forma, color,
0 en otro aspecto

Lunar normal

Figura 2. Regla ABDCE del melanoma. Caracteristicas clinicas.

En la figura se representan la regla ABCDE del melanoma. (A) Asimetria, los melanomas
malignos, a diferencia de los lunares benignos presentan una morfologia asimétrica. (B)
Borde, los melanomas malignos se presentan a menudo con un borde irregular, a diferencia
de los lunares benignos que presentan bordes regulares. (C) Color, los melanomas malignos
presentan un color no homogéneo con dos o0 mas tonos, a diferencia de los lunares
benignos que presentan un color homogéneo. (D) Diametro, los melanomas malignos a
menudo presentan diametros mayores a 6 mm, mientras que en los lunares benignos el
didmetro suele ser inferior a los 6 mm. (E) Evolucién, los melanomas malignos experimentan
cambios en el tamano, forma, color u otros aspectos mientras que los lunares normales
mantienen sus caracteristicas en el tiempo. Imagen obtenida de la Unidad dermatolégica del

HC Marbella International Hospital.
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4.1. Tipos histolégicos y clasificacion del melanoma cutaneo
Atendiendo a las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas del melanoma,

a finales de la década de los 60 Clark y sus colaboradores propusieron una
clasificacion en relacion a su localizacién anatémica (figura 3) y a los patrones de
crecimiento (tabla 1). A saber:

e Melanoma de extension superficial (MES)

e Melanoma lIéntigo maligno (MLM)

e Melanoma lentiginoso acral (MLA)

e Melanoma nodular (MN)

Las tres primeras formas de melanoma (MES, MLM y MLA) debutan con un
crecimiento radial (Chudnovsky et al. 2005; Alvarez-Mon et al. 2005) y su
crecimiento esta limitado a la epidermis. Sin embargo, el MN se desarrolla desde el

principio mediante un patrén de crecimiento vertical dérmico.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los principales tipos clinico-patolégicos de

melanoma cutaneo primario.

Tipo de melanoma Frecuencia Localizacién Relacién con Asociacion

(Caucasicos) mas frecuente fotoexposicion a nevus

.o _ Tronco, L. i

Melanoma de extensién superficial 40-70% extremidades Exposicién intermitente (1) Erecusnte
Melanoma Léntigo maligno 4-10% Caray cuello Exposicién continua (2) No habitual
Melanoma lentiginoso acral 2-8% Manos, pies y uias No No habitual

Tronco Ocasi
-30% g casional
Melanoma nodular 15-30% extremidades No

1. Habitualmente recreacional

2. Habitualmente profesional

MELANOMA DE EXTENSION MELANOMA LENTIGO MELANOMA LENTIGINOSO
SUPERFICIAL MALIGNO ACRAL MELANOMA NODULAR
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Hay otras formas menos frecuentes como el melanoma de mucosas que puede
tener localizacién en la mucosa genital, oral, tubo digestivo o conjuntiva ocular, estos
suelen tener una fase de crecimiento radial o pagetoide semejante a la del
melanoma de crecimiento superficial; el melanoma desmoplasico, que es una
variante clinico-patoldgica poco frecuente, que se presenta al inicio como una lesion
banal pero evoluciona a un tumor profundo, fibroso, con predominio de células
fusiformes, con tendencia a las recidivas locales multiples y con gran capacidad de
infiltracion local y desarrollo de metastasis; y, por ultimo, el melanoma ocular que
supone menos del 5% de los melanomas y no parece guardar relacion con la
exposicion al sol, suele presentarse en la coroides, el cuerpo ciliar y, raramente, en
el iris y tiene un patron de mutaciones que difiere del de los cutaneos 0 mucosos;
ademas, la mortalidad en estos es elevada por la tendencia a la diseminacion,
especialmente hepatica.

Histolégicamente el melanoma consiste en una proliferacion tumoral
melanocitica atipica acompanada de cambios epidérmicos y respuesta inflamatoria,
generalmente con un infiltrado inflamatorio en bandas, a menudo entremezclado con
melandéfagos situados debajo del tumor. En los tumores que invaden la dermis el
infiltrado se extiende hasta la epidermis.

En las fases iniciales la proliferacion de melanocitos atipicos esta confinada en
la epidermis (melanoma in situ, MIS), con presencia de melanocitos en todos los
niveles epidérmicos, sin invasion de la dermis papilar, que clinicamente forma una
mancha de extension radial (crecimiento radial u horizontal, intraepidérmico). Los
melanocitos atipicos se disponen individualmente en nidos de tamafo y forma
heterogénea. En esta fase se encuentran el MLM, el MES y el MLA.

A medida que la lesion progresa, los melanocitos malignos que se originan en
la epidermis proliferan extendiéndose hacia la dermis papilar invadiendo la dermis
reticular y la grasa subcutanea (crecimiento vertical, intradérmico), observandose en
ellas células tumorales sueltas y en ndédulos de tamano y forma variable. En esta

fase el tumor adquiere la capacidad de metastatizar.
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Las células del melanoma son de morfologia variable, cuboidales o fusiformes
y suelen mostrar ausencia de maduracion nuclear (reduccion del tamafio nuclear en
profundidad) asi como mitosis y necrosis celular. Los melanomas se acomparfan de
una respuesta inflamatoria con presencia de infiltrado inflamatorio de predominio
linfo-histiocitario que puede ser variable en su distribucion e intensidad.

Otro hallazgo histologico caracteristico del melanoma es la observacién de
fendmenos de regresion histoldégica que consisten en la presencia de un denso
infiltrado inflamatorio con presencia de melandfagos y areas variables de fibrosis
dérmica.

La progresion de la fase de crecimiento vertical ha permitido definir diferentes
niveles de invasion descritos por Clark (Clark et al.; 1989), como se muestra en la
figura 3, a saber:

- Nivel |, se caracteriza porque el tumor esta limitado a la epidermis y se le
conoce también como MM in situ.

= Nivel Il, aqui el tumor invade la dermis papilar y aparecen en ella células
tumorales aisladas o pequenos nidos celulares tumorales.

— Nivel Ill, en este nivel los nddulos de células tumorales invaden toda la
dermis papilar y se expanden alcanzando la union de la dermis papilar con la
reticular.

- Nivel IV, se denomina asi cuando el tumor ha invadido la dermis reticular.

- Nivel V, en este nivel el tumor ha crecido hasta invadir el tejido subcutaneo.

Nivel | Nivel Il Nivel 111 Nivel IV Nivel V

Epidermis { 1
Dermis papilar—{ 7 ™~
Conexién

papilar-reticular
dérmica

Dermis reticular—

Tejido subcutaneo —|

Figura 3. Niveles de Clark.
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Los niveles de invasion de Clark, junto a otros parametros como el grosor en
milimetros del tumor o indice de Breslow (figura 4), la presencia de ulceracion, el
numero de mitosis y la presencia de satelitosis e invasion vascular, son importantes
de cara a establecer el prondstico del melanoma (Breslow et al., 1975; Leong et al.,
2005). El indice de Breslow se mide con un ocular milimetrado desde la capa
granular o fondo de la ulcera, si esta ulcerado, hasta la porcibn mas profunda de
invasion, ya sea el borde del tumor o un grupo aislado de células. Actualmente,
tomado de forma aislada, se considera a este indice el indicador prondstico mas
valioso. Segun el grafico de la figura 4, los tumores con espesor menor de 0,75 mm
tienen sobrevida de 90 a 95%, los que tienen un espesor entre 0.7 — 1.69 mm
sobreviven el 70 — 90%, los que estan entre 1.70 — 3.60 mm sobreviven el 40 — 85%
y los que tienen un espesor mayor de >3.61 mm tienen una supervivencia del 20 —
70% a los 5 anos (Balch et al., 2001a).
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=1 mm

.1 4 mm

0 mm
234 5ATRDINDIT 1213 {14 15
e SUpErvIvania 1 mm
5 ulceracion. lin aunios con ulceracion 2 mm
3 mm
4 mm

Figura 4. indice de breslow. Se mide en mm con ocular milimetrado. En la parte superior
izquierda se pueden observar las curvas de supervivencia de los grupos de pacientes con
distinto grosor tumoral. Las lineas continuas corresponden a pacientes sin ulceracion y las

lineas de puntos con ulceracion. NC/ visual online.
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4.1.1. Melanoma de extension superficial (MES)

El MES es el tipo de melanoma mas frecuente, representando entre un 40-70%
de los melanomas en individuos caucasicos. Aunque puede aparecer en cualquier
zona del cuerpo, su localizacion mas comun es el tronco (especialmente en varones)
y las extremidades inferiores (especialmente en mujeres). Es el tipo de melanoma
gue se asocia con mayor frecuencia a la presencia de nevus clinicamente atipicos y
a exposiciones solares de caracter intermitente. Puede desarrollarse en personas
joévenes, aunque el pico maximo de incidencia se situa entre los 40 y 60 afios v,
generalmente, tiene una evolucion de 1 6 5 anos. Clinicamente se manifiesta como
una lesion maculo-papulosa de intensa coloracion (marrén, negra o parduzca), de 1
a 2,5 cm de diametro, aunque puede llegar a alcanzar tamafios de 8 a 10 cm,
palpable, con bordes y superficie irregulares, y puede presentar areas claras que
reflejan regresion del tumor. La presencia de color blanco grisaceo en el centro de la
lesion pigmentada es un hallazgo muy sugerente de este tipo de melanoma. Cumple
todas o algunas de las reglas ABCDE descritas en la figura 1 (Swetter, 2010).

En la fase de crecimiento radial este tipo de melanoma muestra proliferacioén de
melanocitos atipicos bastante uniformes, aislados y en grupos, en todos los niveles
de la epidermis, pero también puede verse invasion focal de la dermis papilar por
células aisladas o pequefios grupos. Puede asociarse a esta fase un infiltrado denso
y superficial de linfocitos maduros y fibrosis de la dermis papilar.

En la fase de crecimiento vertical, los melanocitos malignos ocupan la dermis
papilar y se extienden profundamente hacia la dermis reticular y el tejido celular
subcutaneo. Coincidiendo con esta fase de crecimiento se desarrollan uno o varios
nddulos prominentes sobre la lesién, de color variable, que suelen acabar
ulcerandose (Alvarez-Mon et al., 2005).

Aproximadamente el 50% de los pacientes que desarrollan MES tienen historia
de un nevus aparentemente benigno en el sitio del melanoma. Los casos de tumores
primarios multiples (el 5% de los melanomas) suelen pertenecer a este tipo clinico-
patolégico y deben ser vigilados estrechamente y también se debe descartar la

presencia de nevus atipicos personales o en sus familiares.
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4.1.2. Melanoma lentigo maligno (MLM)

La frecuencia del MLM oscila entre el 4-15% de todos los melanomas en la
raza caucasica y es raro en la raza asiatica. Se localiza generalmente en la region
facial, temporal y cuello, aparece sobre todo en personas mayores y se relaciona
con la exposicion solar (tabla 1).

Entre los factores de riesgo se incluye el reordenamiento de genes del
cromosoma 10, especificamente en la regién 10q24-26, la terapia con estrégenos y
progesterona, y la aplicacion de tintes de pelo no permanentes. La edad media del
diagndstico es de 65 anos, aunque, en la actualidad, se esta diagnosticando cada
vez a edades mas tempranas. Afecta con mas frecuencia al sexo femenino en una
proporcion 4:1 con respecto al masculino, y no se asocia a la presencia de nevus
atipicos (Alvarez-Mon et al., 2005).

Clinicamente, se desarrolla sobre un léntigo maligno de Hutchinson (o
melanosis de Dubreuilh) que suele permanecer sin adquirir capacidad invasiva entre
5y 15 afos o incluso mas, y se manifiesta como una mancha hiperpigmentada y
policroma en la que es dificil establecer el limite con la piel sana.

Las lesiones de MLM suelen ser mayores de 3 cm, tienen bordes contorneados
con indentaciones, son notablemente planas en las fases iniciales y cuando se
hacen palpables indican una invasion dérmica. Pueden existir variantes
amelanaticas.

Histologicamente, en las areas no invasivas del MLM y en todo el lentigo
maligno (LM), la parte inferior de la epidermis muestra una proliferacion de
melanocitos atipicos, como células aisladas y también en grupos. Los melanocitos
atipicos surgen en la epidermis atréfica, sobre una dermis dafiada por el sol, y con
frecuencia se extienden en profundidad a lo largo de los foliculos pilosos (Swetter et
al, 2010).

El riesgo de desarrollar MLM a partir del LM es de un 4,7% a los 45 afos y de

un 2,2% a los 65 anos.
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4.1.3. Melanoma lentiginoso acral (MLA)

El MLA constituye entre el 2% y el 8% de los melanomas en individuos
caucasicos, mientras que en la raza negra la proporcion se incrementa hasta un
60%-72%, en la oriental representa entre un 29% y un 46%, de igual modo que en
los indios americanos (Swetter, 2010). Como su nombre indica, se localiza
predominantemente en las palmas de las manos y plantas de los pies, en la matriz
y/o lecho ungueal y en las mucosas 0 uniones mucocutaneas. Aparece como una
macula parda, marrén o negra, con bordes irregulares, en la superficie palmar o
plantar. Es mas frecuente en varones, a partir de los 50 o 60 afos de edad. Como
en los otros tipos de melanoma, su evoluciéon natural, si no se extirpa, lleva al
desarrollo de un nédulo con tendencia a la ulceracién y hemorragia. Sin embargo, la
evolucion es mas corta que en otros tipos de melanoma y varia desde unos pocos
meses hasta varios anos, con una media de 2,5 afios.

Se observan fases de crecimiento tanto radial como vertical, pero ésta ultima
se desarrolla con mas rapidez que en el MLM y en el MES. Es un tumor muy
agresivo, con gran tendencia a las metastasis ganglionares y una alta mortalidad.
Puede presentarse con un nivel lll o IV de Clark y no tener nédulo tumoral o su
elevacion ser apenas perceptible (Alvarez-Mon et al., 2005).

Una variante del MLA es el melanoma subungueal que constituye el 2-3% de
los melanomas en la raza blanca y el 15-20% de los melanomas en la raza negra.
Incide en ambos sexos por igual, y en edades entre 55 y 65 afios. Mas del 75% de
estas lesiones aparecen en el primer dedo de la mano o del pie y comienzan como
una mancha en el lecho ungueal, cerca de la base, que se confunde facilmente con
un hematoma subungueal. Cuando se ve afectado el pliegue posterior de la uia
(signo de Hutchinson) es un signo de mal prondstico e indicativo de que el tumor
estd avanzado. El 10-15% son amelanéticos y con apariencia carnosa. El prondstico
de los melanomas subungueales es malo debido a que el diagnostico suele ser
tardio pero no a consecuencia de su naturaleza biolégica. Esta lesion posee
melanocitos uniformemente atipicos y grandes a lo largo de la union
dermoepidérmica, con una epidermis hiperplasica (Alvarez-Mon et al., 2005; Swetter,
2010).
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Los MES, MLM y MLA, en su estadio “in situ” (MIS), se caracterizan por una
proliferacion tumoral que se comporta bioldégicamente de forma benigna, con un
buen prondstico, aunque histopatolégicamente sea maligna. Durante el estadio “in
situ”, la diferenciacion histologica es habitualmente clara, aunque en algunos casos,
cuando se desarrolla el melanoma invasivo, el componente “in situ” puede

modificarse sustancialmente y hacer mas dificil su diferenciacion.

4.1.4. Melanoma nodular (MN)

El MN constituye el segundo tipo mas frecuente de melanoma (15-30%) en
individuos caucasicos. Este término sélo se debe aplicar a las lesiones que
comienzan por un nédulo tumoral desde la fase mas inicial en que es reconocible.
Tiene gran capacidad de crecimiento vertical, por lo que resulta un tipo de melanoma
mas agresivo, con mayor tendencia a metastatizar y por lo tanto de peor prondstico.
Puede aparecer en cualquier localizaciéon, pero es mas frecuente en espalda
(especialmente en varones) o extremidades (especialmente en mujeres), en
personas de 40-60 anos.

Aparece generalmente como una papula o nédulo de coloracion uniforme
negro-azulada, de 1 a 2 cm de diametro, suele crecer rapidamente y presenta una
alta probabilidad de ulceracion. Aproximadamente el 5% de los MN carecen de
pigmento y tienen aspecto carnoso. Puede ser dificil distinguir el MN del
hemangioma, hematoma, granuloma pidogeno, nevus azul, poroma ecrino o
carcinoma basocelular pigmentado. Por otra parte, suele eludir el diagnostico
temprano por carecer de los signos tipicos de alarma de melanoma ABCDE
(Alvarez-Mon et al., 2005; Swetter, 2010).

Microscopicamente, el melanoma nodular es un tumor en el que el crecimiento
intraepidérmico siempre va asociado a invasion dérmica y existe una variante

polipoide con pediculo y aspecto de coliflor que es especialmente agresiva.

4.1.5. Otros tipos de Melanoma

Existen otras formas menos frecuentes de melanoma, como el melanoma de
mucosas que puede tener localizacion en la mucosa genital, oral, tubo digestivo o

conjuntiva ocular, estos suelen tener una fase de crecimiento radial o pagetoide
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semejante a la del melanoma de crecimiento superficial. El melanoma desmoplasico
es una variante clinico - patolégica poco frecuente que se presenta al inicio como
una lesién banal pero evoluciona a un tumor profundo, fibroso, con predominio de
células fusiformes, con tendencia a las recidivas locales multiples y con gran
capacidad de infiltracion local y desarrollo de metastasis. Por ultimo, el melanoma
ocular que supone menos del 5% de los melanomas y no parece guardar relaciéon
con la exposicion al sol, suele presentarse en la coroides, el cuerpo ciliar v,
raramente, en el iris, y tiene un patron de mutaciones que difiere del patrén de los
melanomas cutaneos o mucosos, ademas, la mortalidad en estos es elevada por la

tendencia a la diseminacion, especialmente hepatica.

4.2. Factores prondéstico para el estadiaje del melanoma cutaneo

El sistema de estadiaje TNM (del inglés Tumor, Node, Metastasis) elaborado
por el American Joint Comité on Cancer (AJCC), es el utilizado para clasificar a los
pacientes de melanoma en distintos grupos prondéstico, y esta basado en el analisis
de aproximadamente 38.900 pacientes con diagnostico de melanoma cutaneo
recogidos en la base de datos de la AJCC (Balch et al 2009). Los factores prondstico
incorporados en este sistema de estadiaje son el grosor del tumor primario o indice
de Breslow, la presencia o ausencia de ulceracion del epitelio suprayacente, la tasa

mitética y la afectacion de los nédulos linfaticos regionales (Balch et al 2009).

4.2.1. Grosor tumoral o indice de Breslow

Segun el grosor del tumor primario se definen cuatro categorias:

= T1:<1.0 mm
= T2:Desde 1,01 a 2.0 mm
= T3:Desde 2,01 a4.0 mm
= T4:>4.0 mm

[{Pegi)

Dichas categorias son subdivididas en los grupos “a” y “b” en funcién de la
presencia o ausencia de ulceracion y/o de la tasa mitética, como se describe en la
tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion de los pacientes de melanoma segun el grosor del tumor

primario. Adaptada de Edge et al 2010.

Tumor primario

TX El tumor primario no puede ser ensayado (curacién o regresion
severa del tumor primario)

TO Sin evidencia de tumor primario
Tis Melanoma “in situ”
T1 <1.0 mm. a: Sin ulceracién y con <1 mitosis/mm?

b: Con ulceracion o 21 mitosis/mm?

T2 1.01 —=2.0 mm a: Sin ulceracion
b: Con ulceracion

T3 2.01-4.0 mm a: Sin ulceracion
b: Con ulceracion

T4 >4.0 mm a: Sin ulceracion
b: Con ulceracion

Segun la AJCC, un incremento del grosor tumoral esta correlacionado con un
pronéstico significativamente peor (Balch et al 2009, Edge et al 2010). La
supervivencia a 10 afos disminuye progresivamente desde un 96% en pacientes
con un grosor de la lesion primaria <0.5 mm a un 54% en pacientes con lesiones de
un grosor de entre 4.01 y 6.0 mm. El grosor tumoral maximo se mide en angulo recto
a la superficie de la piel que rodea la masa tumoral. El punto de referencia superior
es la parte superficial de la capa de células granulares de la epidermis o la base de
la lesion si el tumor es ulcerado, y el punto de referencia inferior es el punto mas
profundo hasta el que llega la invasion, y esta representado por grupos de células

desprendidas de la zona inferior de la masa tumoral (figura 4).
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4.2.2. Ulceracion

La ulceracion se define como la ausencia de un epitelio intacto alrededor del
melanoma, y constituye un factor pronéstico importante en el sistema de estadiaje de
la AJCC en tumores primarios. La evolucién de los pacientes con tumores primarios
ulcerados es peor que la de aquellos pacientes que presentan un tumor primario no

ulcerado del mismo grosor (figura 4, parte superior izquierda).

4.2.3. Tasa mitética

La tasa mitética fue incorporada en el afio 2010 al sistema de estadiaje TNM, al
observarse que constituia el segundo factor prondstico mas importante en 11.664
pacientes con melanoma localizado (Balch et al 2009, Edge et al 2010, Thompson et
al 2011). En esta serie de pacientes, se observo una correlacion entre el incremento
de la tasa mitdtica y el descenso de las tasas de supervivencia (Thompson et al
2011). La tasa de supervivencia a 10 afios disminuye progresivamente desde un
93% para aquellos pacientes con <1 mitosis/mm? a un 48% en aquellos pacientes
con >20 mitosis/mm?. La medida se realiza identificando el area de la dermis que
contiene la mayoria de las mitosis, denominada “hot spot” o punto caliente, y
realizando un recuento del numero de mitosis en los campos adyacentes al mismo

dentro de un area total de 1 mm? (Edge et al 2010, Thompson et al 2011).

4.2.4. Afectacion linfatica

Los nodulos linfaticos regionales son un lugar comun de diseminacion
metastasica del melanoma cutaneo. La presencia de metastasis en los nddulos
linfaticos regionales de pacientes con melanoma tiene un gran impacto negativo en
la evolucion a largo plazo de los mismos.

Todos los pacientes con afectacion de los nodulos linfaticos regionales
confirmada histologicamente, y sin presencia de metastasis distales, son clasificados
dentro del estadio Ill, independientemente del grado de crecimiento tumoral
existente en los nédulos.

Existen dos tipos de metastasis que afectan a los nédulos linfaticos: las
micrometastasis y las macrometastasis. Las micrometastasis se diagnostican

anatomopatologicamente tras la realizaciéon de una biopsia de ganglio centinela y
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una linfadenectomia completa en pacientes sin evidencia clinica, o mediante
técnicas de imagen que demuestren la presencia de metastasis regionales (Balch et
al 2009, Edge et al 2010), mientras que las macrometastasis, se definen como la
presencia de tumor en los nddulos linfaticos, demostrada histolégicamente y
detectada clinicamente o por imagen, tras la realizacion de una linfadenectomia
terapéutica. En la tabla 3 se recoge la clasificacion en funcion de la afectacion de los

nodulos linfaticos (N) definida en el sistema de estadiaje TNM del afio 2010.

Tabla 3. Clasificacion de los pacientes con melanoma en funciéon del grado de
afectacion de los nédulos linfaticos segun el sistema de estadiaje TNM del aiio 2010.
Adaptada de Edge et al 2010.

Nodulos linfaticos

regionales (N)
NX Pacientes en los que no se han podido extraer y analizar los nédulos

linfaticos. (ej. aquellos pacientes en los que se han extraido previamente

por otras razones).

NO Pacientes en los que no se detectan metastasis regionales.

N1 Pacientes con un nédulo linfatico afectado:

a: micrometastasis
b: macrometastasis
N2 Pacientes con dos o tres ndédulos linfaticos afectados o metastasis
regional intralinfatica sin metastasis nodal:
a: micrometastasis
b: macrometastasis

c:metastasis en transito/satélite  sin nédulos linfaticos
metastasicos

N3 Pacientes con cuatro o mas nédulos linfaticos metastasicos, o metastasis

en transito/satélite con nddulos linfaticos metastasicos

Aunque todos los pacientes con presencia de métastasis en los nddulos
linfaticos regionales se clasifican dentro del estadio Ill, las implicaciones prondsticas
varian dependiendo del grado de crecimiento del tumor en los nddulos linfaticos y de

otras caracteristicas del tumor primario. Para pacientes con micrometastasis en los
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nodulos linfaticos, el factor mas importante que afecta al prondstico es el numero de
nodulos afectados. Otros factores que afectan al prondstico de pacientes con
micrometastasis de manera independiente son la edad y varias caracteristicas del
tumor primario al diagnostico, como la localizacion anatémica del tumor, el grosor, la
ulceracion y la tasa mit6tica.

En pacientes con macrometastasis en los noddulos linfaticos regionales, el
numero de nddulos linfaticos afectados esta significativamente asociado con el
pronéstico. Sin embargo, las caracteristicas del tumor primario no estan asociadas
de manera independiente con el prondstico, a diferencia de lo que ocurre en

pacientes con presencia de micrometastasis (Balch et al 2010).

4.2.5. Metastasis distales

Los pacientes con metastasis distales se subclasifican segun la localizacion a
la que afecta la metastasis y el nivel de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero
(Balch et al 2009, Edge et al 2010), como se muestra en la tabla 4. El nivel de LDH
en suero constituye un factor prondstico independiente e importante en pacientes
con melanoma diseminado. La tasa de supervivencia a uno y dos afos es
significativamente mayor en aquellos con un nivel sérico de LDH normal en

comparaciéon con aquellos que tienen un nivel de LDH elevado en suero.

Tabla 4. Clasificacion de los pacientes con melanoma que presentan metastasis

distales segun el sistema de estadiaje TNM del afio 2010. Adaptada de Edge et al 2010.

Metastasis a
distancia (M)

MO Ausencia de metastasis distales.

M1a Metéastasis distales en piel, tejido subcutaneo, o nédulos linfaticos, con niveles

séricos de LDH normales. Asociado con mejor prondstico.

M1b Pacientes con metastasis pulmonares y con niveles normales de LDH en suero.
Tienen un peor prondstico que aquellos con metastasis en piel, subcutaneas y en
nodulos linfaticos, pero mejor prondstico que aquellos con metastasis en otras

localizaciones viscerales.

M1c Pacientes con metastasis en otras localizaciones viscerales y con unos niveles de

LDH normales o aumentados. Tienen peor prondstico que el resto de pacientes.
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4.2.6. Clasificacion de los pacientes con melanoma segun la AJCC
El sistema de estadiaje TNM del ano 2010 agrupa a los pacientes en
categorias prondsticas basandose en la evaluacion del tumor primario (T), la
presencia o ausencia de metastasis en los nodulos linfaticos regionales (N) y la
presencia de metastasis distales (M) (Balch et al 2009; Edge et al 2010). De esta

manera, los pacientes se clasifican en cuatro estadios (tabla 5).

Tabla 5. Clasificaciéon en categorias prondsticas de los pacientes de melanoma segun
el sistema de estadiaje TNM de la AJCC del afio 2010. Tabla adaptada de Edge et al
2010.

Estadiaje Tumor Nédulos linfaticos Metastasis
clinico primario regionales distales

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1a NO MO
Estadio IB T1b NO MO

T2a NO MO
Estadio IIA T2b NO MO

T3a NO MO
Estadio IIB T3b NO MO

T4a NO MO
Estadio IIC T4b NO MO
Estadio lll Cualquier T N1,N2 o N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

Tis, Melanoma “in situ”; T1, €1 mm; T2, 1.01-2 mm; T3, 2.01-4 mm; T4, >4 mm; a, sin
ulceracion; b, con ulceracion; NO, ausencia de metastasis regionales; N1, un nédulo linfatico
afectado; N2, dos o tres nodulos linfaticos afectados; N3, cuatro o mas nodulos linfaticos
afectados o presencia de metastasis en transito; M0, ausencia de metastasis distales; M1,
presencia de metastasis distales.
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Estadio |

Incluye pacientes con melanoma primario de bajo riesgo (T1a, T1b y T2a) y sin
evidencia de metastasis regionales o distales. Se divide en los estadios IA y IB en
base al grosor de la lesidon primaria, su tasa mitotica, y la presencia o ausencia de

ulceracion.

Estadio Il

Incluye pacientes con tumores primarios que tienen alto riesgo de recurrencia
(T2b, T3a, T3b, T4a y T4b), pero sin evidencia de metastasis regionales o distales.
Se divide en los estadios |IIA, 1IB, y IIC, dependiendo del grosor tumoral y la

presencia o ausencia de ulceracion.

Estadio lll

Incluye aquellos pacientes con evidencia de metastasis en nddulos linfaticos
regionales o con presencia de metastasis satélite o en transito (N1, N2 6 N3). Los
pacientes incluidos en este estadio son subclasificados en IlIA, 1lIB o llIC,

dependiendo del grado de afectacién linfatica.

Estadio IV

Incluye pacientes con presencia de metastasis distales (M1). No existe una
clasificacion en subgrupos. Los pacientes en los que se detecta la presencia de
metastasis en nddulos linfaticos, piel, o tejido subcutaneo, sin un melanoma primario
identificado, se clasifican dentro del estadio Ill, asumiendo que no existe enfermedad
en otras localizaciones, mientras que los pacientes con presencia de metastasis en
otras localizaciones diferentes a las anteriores y sin un melanoma primario

identificado se clasifican dentro del estadio IV.
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5. BIOLOGIA DE LA CELULA DE MELANOMA: INTERACCION CON
EL HUESPED

La etiopatogenia de la enfermedad tumoral constituye un proceso biolégico
complejo y prolongado en el tiempo, que se caracteriza por una acumulacion de
alteraciones genéticas en los sistemas moleculares que regulan la activacion y
proliferacion de las células que sufren la transformacion neoplasica. No obstante, en
la expansion de las células tumorales, que incluye su crecimiento local y su
diseminacion sistémica, también participan diversos mecanismos del huésped que
pueden favorecer o suprimir dicho proceso.

La célula transformada acumula alteraciones genéticas que le confieren una

descontrolada e intensa capacidad de proliferacion. Estas modificaciones genéticas
también conllevan la sintesis de proteinas potencialmente reconocibles por el
sistema inmune, denominadas antigenos asociados al tumor.
Desde un punto de vista bioldgico, también se ha detectado la presencia de linfocitos
T CD8" especificos de antigenos asociados al tumor tanto en sangre periférica de
pacientes de melanoma, como en noédulos linfaticos metastasicos (van Oijen et al.
2004; Lee el al. 1999; Palermo et al. 2001; Mihm et al. 1996).

Desde un punto de vista clinico, la intervencion del sistema inmunitario en la
lucha frente al melanoma se ha apoyado en observaciones como los fenémenos de
regresion tumoral (Fontaine et al. 2003), la posibilidad de un prolongado intervalo
libre de enfermedad entre la exéresis del tumor primario y el eventual desarrollo de
metastasis, la existencia de respuestas parciales o completas en pacientes que han
recibido inmunoterapia (Strohal et al. 1994), o el incremento de 2 a 5 veces en la
tasa de incidencia de melanoma en pacientes trasplantados en tratamiento con
inmunosupresion terapéutica (Leveque et al. 2000). Por todo lo expuesto, el
melanoma es considerado uno de los tumores mas inmunogénicos.

No obstante, a pesar de la induccion de la inmunidad especifica contra el
tumor, que ocurre en un gran numero de pacientes, las remisiones espontaneas son

extremadamente raras.
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6. RESPUESTA INMUNITARIA CONTRA EL MELANOMA

La expresion de antigenos asociados a la transformacion tumoral de los
melanocitos, se relaciona con la infiltracién peritumoral de células accesorias, como
linfocitos T y B, y células Natural Killer (NK), cuya respuesta frente al melanoma
comienza con el reconocimiento de dichos antigenos.

Diversos resultados experimentales y hallazgos clinicos indican que la
respuesta inmunitaria constituye un mecanismo muy importante en el control de la
proliferacion del melanoma, asi como de su diseminacion hematogena y anidacion
metastasica. Sin embargo, se ha comprobado que los pacientes con melanoma,
presentan deficiencias funcionales en diversas subpoblaciones linfocitarias, que
podrian derivar en un estado de tolerancia frente al tumor. Asi, se han descrito
alteraciones en la produccioén de citocinas, por parte de los linfocitos T, implicadas en
la activacion de linfocitos T citotdxicos y células NK, y se ha comprobado la
existencia de defectos en la capacidad litica de las células efectoras citotoxicas (Jovi
A et al. 2001).

A pesar de la participacion de diferentes componentes de la respuesta
inmunitaria humoral y celular en la eliminacion de las células tumorales, y aunque
parezca paradojico, la inmunidad frente al tumor coexiste frecuentemente con la

progresion tumoral (Jiang et al. 2007).

6.1. Respuesta inmunitaria mediada por células NK

Las células NK se descubrieron hace mas de 30 afios y se definieron como
linfocitos grandes granulares pertenecientes al sistema inmunitario innato e
involucradas en mecanismos tempranos de defensa tanto contra células autdlogas
como células alogénicas sometidas a ciertas formas de estrés, tales como las
infecciones viricas, bacterianas, parasitarias o la transformacién maligna. Actuan
eliminando directamente a sus células diana o produciendo una gran cantidad de
citoquinas o quimioquinas. Estos factores solubles participan en el inicio de la
respuesta inmunitaria especifica de antigeno por lo que las células NK representan

un puente importante entre la inmunidad innata y adaptativa.
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Aunque las células NK no expresan los receptores de antigenos clasicos de la
familia de las inmunoglobulinas, como son el receptor de la célula T (TCR) o las
inmunoglobulinas (lgs) de las células B, si estdn equipadas de un grupo de
receptores que les permiten reconocer, discriminar y actuar sobre sus potenciales
dianas. En efecto, la homeostasis y funcién de estas células esta regulada por una
serie de receptores que transmiten sefales activadoras o inhibidoras, entre los que
tenemos los receptores KIR, los receptores de células citotoxicas de la familia de las
lectinas (KLR, del inglés, killer lectin-like receptors) y los receptores citotoxicos
naturales (NCR, del inglés, natural cytotoxicity receptors) NKp46, NKp30 y NKp44.
La mayoria de estos receptores son especificos de las células NK pero algunos de
ellos estan presentes en otras células hematopoyéticas, particularmente en los
linfocitos T (Lanier et al., 2003; Tomasello et al. 2000; Vivier et al 2004).

Por otra parte, a diferencia de los linfocitos T o B del sistema inmunitario
especifico de antigeno o adaptativo, la conformacién de la linea germinal de las
células NK no conlleva reordenamientos genéticos como los que presentan los
genes del TCR o los de las Igs. Gracias a las investigaciones de las ultimas décadas
se ha conocido que las células NK tienen multitud de receptores inhibidores y
activadores, capaces de reconocer moléculas HLA de clase |, moléculas semejantes
a HLA de clase | y moléculas no relacionadas con el HLA.

Por otro lado, es conocido que las células NK pueden matar células diana de
forma “natural’, es decir, espontaneamente y sin requerir reconocimientos o
entrenamientos previos (priming) y sin restricciones por la expresion de HLA en las
células diana (Herberman et al., 1986). De aqui nacio la hipotésis de la “pérdida de
lo propio”, en inglés, “missing self’, (Ljunggren et al., 1990). Esta idea se desarrolld
incluso antes de que se conocieran los mecanismos que poseen las células NK para
detectar sus dianas.

Respecto a su origen, las células NK derivan de células progenitoras del
sistema hematopoyético (HPC, del inglés, Haematopoietic progenitor cells) de la
meédula Osea, pero no se conoce bien el lugar o lugares de maduracion de las
mismas y los detalles de este proceso. Es bien sabido que las células T se
desarrollan en timo y las células B en médula 6sea y que en sus respectivos lugares

de desarrollo podemos encontrar “in situ” células en estadios intermedios de
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maduracién, por el contrario, no se ha logrado aislar células NK en diferentes
estadios de maduracion ni en timo ni en médula ésea. Se ha sugerido que las
células NK “in vivo” derivan del tejido linfoide secundario (SLT, del inglés, secondary
lymphoid tissues) (Freud et al., 2006, Caliguri, 2008).

Las células NK tienen una vida relativamente corta, representan el 10-15% de
todos los linfocitos de sangre periférica y fenotipicamente se definen por la ausencia
de expresion de CD3 (Robertson et al., 1990), lo cual las diferencia de los linfocitos
T, y de CD19 lo que las distingue de los linfocitos B (Lanier et al., 1989), y por la
expresion del antigeno CD56, que es la isoforma de 140 kDa de la molécula de
adhesion neural (NCAM) presente tanto en células NK como en linfocitos T. Como
hemos sefalado anteriormente, las células NK tienen funcién citotéxica y capacidad
para producir citoquinas proinflamatorias. Al contrario que en humanos, las células
NK de ratén no expresan CD56 pero expresan NKp46, un marcador de la familia de
los NCR, altamente conservado, que se ha propuesto como el mejor marcador de
células NK entre especies (Walzer et al., 2007). NKp46 se ha detectado también en
una pequefia poblacion de linfocitos T citotdéxicos mientras que algunas células NK
CD3-CD56+ expresan poco o nada NKp46. Por tanto, hasta el momento la definicion
fenotipica de las células NK se hace por la expresién de una combinacion unica de
antigenos de superficie no restringida a células NK.

En humanos, desde muy temprano se identificaron dos subclases de células
NK segun la densidad de expresion de la molécula CD56; a saber, las células NK
con alta expresion de CD56 (CD56"9™) y las células NK de baja expresion de CD56
(CD56%™) (figuras 5 y 6). No obstante, algunos autores han descrito la existencia de
una tercera subpoblacién de células NK agranulares, escasamente representada en
la sangre periférica de adultos y con fenotipo CD56-/CD16+ (Lanier et al., 1986a;
Lanier et al., 1986b; Bjorkstrom et al., 2010) que podria estar involucrada en las
respuestas antivirales.

Al igual que las células T, la poblacién de células NK CD3-CD56+NKp46+ es
fenotipica y funcionalmente heterogénea (Cooley et al., 2007). Aproximadamente el
10% de las células NK presentes en la sangre y cerca del 100% de las células NK
del tejido linfoide secundario son CD56°"" y producen gran cantidad de citoquinas y

quimioquinas (Cooper et al., 2001a) a los minutos de su activacion, pero sin
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embargo, estas células CD56"™" tienen poca o ninguna capacidad citotoxica
(figuras 5 y 6). Por el contrario, dentro de las células NK circulantes en sangre, el
90% expresan la molécula CD56 con una baja densidad (células NK CD56°™) y altos
niveles de CD16.

Aunque el significado funcional de la molécula CD56 sobre las células NK es
desconocido, su intensidad de expresion se correlaciona con la expresién de otros
marcadores de superficie que les confiere unas propiedades funcionales Unicas a
ambas subclases (Cooper et al., 2001b). Las células NK CD56%™ son altamente
citotoxicas y junto con los linfocitos T contribuyen a la respuesta inmunitaria
antitumoral y a la destruccion de las células tumorales, via NCR, sin sensibilizacion
previa y sin requerimiento de restriccién via HLA (Park et al., 2003; Wu et al., 2003;
Terabe et al., 2008; Zhang et al., 2012), o a través de un mecanismo de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés, antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity), lo cual requiere la estimulacion especifica previa de clones de
linfocitos B y su posterior diferenciacion a células plasmaticas secretoras de
inmunoglobulinas especificas de antigenos tumorales (Cooper et al., 2001; Farag et
al., 2006).
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Figura 5. Propiedades fenotipicas y funcionales de las células NK CD56bright,
CD56dim y CD56neg. (a) llustracion esquematica del analisis por citometria de flujo de la
expresion de CD56 y CD16 previa seleccion de la poblacion linfoide con fenotipo CD3-CD4-
CD14-CD19-: (azul), NK CD56°"" (rojo) NK CD56°™ y (verde) NK CD56". (b) Niveles de
expresion de receptores de activacion e inhibicién en células NK de sangre periférica: (azul),
NK CD56°"", (rojo) NK CD56™ y (verde) NK CD56™¢. (c) Tabla descriptiva de las funciones
de las células NK de sangre periférica NK CD56°"9", NK CD56%™ y NK CD56". Bjérkstrém
et al., Trends Immunol. 2010; 31(11):401 — 6.

La actividad citotoxica sobre las células diana es un proceso escalonado que
requiere la adhesion de la célula NK con su diana, la formacion de la sinapsis, la
polarizacion de los granulos citoliticos hacia las dianas y la exocitosis de los mismos
(Orange J., 2008). Dicha actividad citotoxica es controlada por el balance entre
senales de activacion e inhibicion mediadas por diferentes receptores (McQeen and
Parham 2002; Long 1999) (figura 7), algunos de los cuales se unen a moléculas
HLA-I sobre las células diana (Borrego et al., 2002; Long et al, 2002; Held et al.,
2003; Carrega et al, 2009; Held et al., 2011). En este contexto, hay que destacar que
los receptores KIR y la familia de receptores asociados a células NK (NKR, del inglés
Natural Killer Cell Receptors), se expresa mayoritariamente en la superficie de la

subclase de células NK CD56%™ y, a diferencia de ellos, los receptores KLR de la
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familia de las lectinas tipo C como los heterodimeros CD94/NKG2 se expresan

principalmente en la subclase de células NK CD56°"" (figura 6).
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Figura 6. Subclases de células NK humanas seguin la expresion de la molécula CD56.
Las células CD56°"" son predominantemente inmunoreguladoras y producen grandes
cantidades de citoquinas. Esta subclase presenta una baja expresion de CD16 y una
citotoxicidad natural y ADCC bajas. Por el contrario, las células CD56%™ son esencialmente
efectoras citotdxicas y expresan receptores KIR capaces de modular su actividad citotdxica.
Cooper MA et al. Blood. 2001; 97: 3146-51.

Las células NK estan implicadas en la respuesta inmunitaria antitumoral innata
no especifica contra el melanoma (Waldhauer et al., 2008) y ademas son efectores
citotoxicos que participan en el control de la diseminacion metastasica de la
enfermedad a través de un mecanismo que es dependiente de perforina (Nasca et
al., 1999; Jovic et al., 2001). En este sentido, se ha descrito la existencia de una
disfuncion de las células NK en pacientes con melanoma que han desarrollado
metastasis (Jovic et al., 2001; Richards et al. 2006), apuntando a la necesidad de
conocer los diferentes mecanismos implicados en la inmunosupresion asociada con

el desarrollo de los estadios avanzados de la enfermedad.
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Figura 7. Regulacion de la respuesta de las células NK mediante el balance de senales
de activacion e inhibicion. La respuesta de las células NK esta regulada por un equilibrio
de sefales de receptores activadores e inhibidores. (a) En ausencia de una interaccion entre
el receptor activador/ligando, la lisis se inhibe cuando receptores inhibidores (KIR)
reconocen e interaccionan con moléculas HLA de clase | en la superficie de la célula diana.
(b) La lisis se produce cuando los receptores activadores interaccionan con sus ligandos en
las células diana en ausencia de las sefiales inhibidoras producidas por las interacciones
entre KIR / ligando HLA de clase |. (c) Las sefiales activadoras a traves de las interacciones
receptor activador/ligando predominan sobre las sefales inhibidoras débiles inducidas en las
células NK al interaccionar con sus dianas, esto puede ser debido a una sobreexpresién de
los receptores activadores y sus ligandos lo que resulta en una sefial neta de activacién al
ser estas mas fuertes que la sefales inhibidoras. (d) En presencia de sefales activadoras, el
predominio de las sefiales inhibidoras a través de las interacciones especificas receptor /
ligando dan lugar a una sefial neta negativa que impide la lisis de las células diana por las
células NK. Figura adaptada de Farag SS et al. Blood. 2002; 100: 1935-47.
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6.2. Respuesta inmunitaria mediada por células T

La inmunidad celular juega un papel muy importante en la respuesta
inmunitaria contra el melanoma. En este sentido, se ha demostrado la existencia de
una respuesta inmunitaria mediada por células T activadas dirigida contra antigenos
asociados a melanoma en diferentes modelos in vivo e in vitro (Ramirez-Montagut el
al. 2003). Durante los ultimos afos, se ha progresado en la identificacién y
caracterizacién de muchos antigenos asociados a melanoma y restringidos por MHC
de clase I, reconocidos por linfocitos T CD8" citotdxicos (Van Oijen et al. 2004).
Estos antigenos pertenecen a tres grupos principales: Grupo1: Antigenos no
especificos de cancer de tipo melanoma (e.g. MAGE, BAGE, PRAME, y NY-ESO-1).
Grupo 2: Antigenos de diferenciacion melanocitica (e.qg. tirosinasa, Melan-A/MART-1,
gp100, TRP-1 y TRP-2). Grupo 3: Antigenos expresados de un modo aberrante o
mutados (e.g. MUM-1, CDK4, beta-catenin, gp100-in4, p15, y N-acetilglucosaminil
transferasa V). Las células T CD4" también pueden reconocer una variedad de
epitopos restringidos por moléculas MHC de clase Il procedentes de antigenos de
melanoma (Heinzel et al 2001; Topalian et al 1994).

El desarrollo de la tecnologia de complejos tetraméricos consistente en
moléculas de MHC de clase | y un péptido especifico, ha permitido la cuantificacién y
caracterizacion fenotipica de las células T CD8" especificas del tumor (Lee et al
1999), al tiempo que ha permitido profundizar en el conocimiento de la respuesta
inmunitaria contra los antigenos del melanoma. Por otra parte, la expansion “in vitro”
de células T especificas ha permitido la caracterizacion funcional de diferentes
subclases de células T que intervienen frente al melanoma (Bullock et al 2001).
Tales abordajes han revelado que diferentes antigenos asociados al melanoma
pueden estimular una respuesta tanto de células T CD8" como de células T CD4"
especifica del tumor (Li et al 1994). No obstante, las células tumorales pueden eludir
la inmuno-vigilancia del huésped, sobre todo si se induce un estado de tolerancia,
existiendo la necesidad, al igual que se ha apuntado en el caso de las células NK, de
conocer los diferentes mecanismos implicados en la inmunosupresion derivada de la

enfermedad, como responsable de la diseminacion de la misma.
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7. RECEPTORES NATURAL KILLER (NKR) Y SUS LIGANDOS

Entre los diferentes componentes del sistema inmunitario, los linfocitos T CD8+
TCR aB+ y las células NK son importantes efectores citotdéxicos implicados en la
defensa frente al melanoma (Lee et al. 1999; Jovic et al. 2001). La actividad
citotoxica de estas células esta regulada a través del balance entre sefales de
activacién e inhibicion mediadas por un grupo de receptores, originariamente
identificados en células NK (NKRs), pero también descritos en células T (Long et al.
1999; Parham, 2003; Vivier et al. 2004). En este contexto, se ha caracterizado un
numero creciente de inmunoreceptores, tanto especificos como no especificos de
moléculas HLA de clase I.

Entre los receptores no especificos de HLA encontramos las moléculas CD57,
CD56 y CD161, también denominada NKR-P1A (Pittet et al. 2000; Brenchley et al.
2003; Lanier et al. 1994). CD57 es una glucoproteina de superficie celular que ha
sido implicada en la adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular. Diversos
estudios han mostrado un incremento de células T CD8'CD57" en individuos con
infeccidn por citomegalovirus y en pacientes con tumores (Weekes et al. 1999; Sze
et al. 2001), que generalmente se presenta como una expansion oligoclonal dentro
del compartimento de células T CD8°CD28". Una expansién de células con estas
caracteristicas fenotipicas también ha sido asociada con la edad, probablemente
debido a una estimulacion antigénica repetida (Merino et al. 1998).

CD56 es una isoforma de la molécula de adhesién de células neuronales
(NCAM), que esta implicada en uniones homotipicas y heterotipicas entre células
citotoxicas y células diana, aunque su funcién precisa, tanto en células NK como en
células T, todavia no ha sido dilucidada (Lanier et al. 1991).

Al contrario que en las células NK, la expresion de CD56 en células T no es
constitutiva. Asi, se ha encontrado que el porcentaje de células T CD56" esta
disminuido en pacientes con infeccién por VIH (Tarazona et al. 2002). Ademas, es
de destacar que la poblacion de células T CD8"CD56" generalmente contiene altas
cantidades de perforina y granzima B intracelular, y que la expresion de CD56 sobre
células T CD8" se correlaciona con su actividad citotoxica (Pittet et al. 2000).

La molécula CD161 (NKR-P1A) es una glucoproteina perteneciente a la familia
de las lectinas de tipo C que, a diferencia del resto de NKRs, se expresa en
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linfocitos T CD8'CD28" (Speiser et al. 1999), ademas de ser una molécula
especifica de células NKT (Takahashi et al. 2000). Aunque inicialmente fue descrita
como una molécula asociada con citotoxicidad en células T (Yrlid et al. 1996),
recientemente se ha observado que el receptor humano NKR-P1A puede inhibir la
actividad citotoxica de las células NK (Rosen et al. 2005). No obstante, la interaccion
entre este receptor y su correspondiente ligando regula de un modo diferente la
funcién de las células NK'y células T (Aldemir et al. 2005).

Respecto a los receptores que reconocen moléculas HLA de clase |, se
encuentran, entre otras, las familias de receptores KIR y de receptores lectina de tipo
C, que participan en la regulacion de la actividad citotoxica de las células NK'y T
CD8" (McQueen et al. 2002; Ohkawa et al. 2001).

La observacion de que las células NK preferentemente lisaban células que
carecian de HLA-I en su superficie predijo la existencia de receptores inhibidores
capaces de regular la actividad NK (figura 7). Ademas, la activacién de las células
NK contra células que carecian de HLA-I hizo que se asumiese que la actividad
citotdxica era una respuesta “por defecto” frente a cualquier célula que no expresase
HLA-I. No obstante, esto no era totalmente cierto ya que las células NK no lisan
eritrocitos humanos, que no expresan HLA-I, y raramente matan células en reposo
normales aunque éstas expresen niveles muy bajos de HLA-l. Realmente, la
“citotoxicidad por defecto” o “missing self cytotoxicity” no podia explicar como las
células NK pueden atacar algo que no pueden reconocer de forma positiva. Los
recientes descubrimientos de receptores activadores de las células NK ayudan a
resolver la cuestion de cdmo las células NK reconocen sus dianas potenciales
(Lanier, 2003).

En este contexto, se han caracterizado un ndmero creciente de
inmunoreceptores, que regulan funciones estimuladoras o inhibidoras, entre los que
se encuentran los receptores KIR, los receptores KLR, los receptores leucocitarios
tipo inmunoglobulina LILR (del inglés, Leukocyte Immunoglobulin—like Receptors) y
los receptores NCR (del inglés, Natural Citotoxic Receptors) (Lanier, 2005; McQueen
et al., 2002; Vivier et al., 2011). Destacar que los receptores KIR se expresan de una
manera estocastica por lo que cada clon de células NK de un individuo determinado

no expresa el conjunto completo de receptores codificados por los genes de esas
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moléculas presentes en su genoma, sino que expresa unicamente un grupo de
receptores codificados por una parte de esos genes combinados aparentemente al
azar (Valiante et al., 1997; Raulet et al., 2001).

La expresion de ese variado grupo de receptores inhibidores o activadores que,
ademas, pueden ser especificos 0 no especificos para HLA de clase |, da como
resultado una gran heterogeneidad de subpoblaciones NK que pueden actuar en un
amplio rango de situaciones y con capacidades funcionales diferentes que las hace
criticas para la rapida deteccion y accion frente a células diana infectadas y/o
transformadas.

Como las células NK circulan en un estado tal que pueden realizar funciones
efectoras espontaneamente, es necesario poder bloquearlas de forma que no
ataquen a los tejidos sanos; para ello, las células NK de sangre periférica expresan
al menos un receptor de inhibicidn restringido por moléculas HLA-I que las provee de
un estado de tolerancia frente a las células sanas que normalmente expresan altas
cantidades de moléculas HLA-I (Valiante et al., 1997; Farag et al., 2006). Esta
caracteristica distribucion de receptores inhibidores permite a las células NK detectar
incluso pérdidas de un solo alelo (Lopez-Botet et al., 1996; Moretta et al., 1996;
Moretta et al., 1997). Dentro de ciertos estados patologicos como infecciones, estrés
o transformacién neoplasica las células sufren una disminucion de la expresion de
moléculas HLA de clase | en su superficie lo cual favorece que estas células
patolégicas puedan ser eliminadas por las células NK (figura 7), este fenbmeno es
conocido como hipétesis de la “pérdida de lo propio” o “missing self’ (Ljunggren et
al., 1990; Farag et al., 2006).

Por otra parte, las células NK tienen receptores activadores que reconocen
ligandos similares a las moléculas HLA de clase | en la superficie de sus dianas. De
hecho, dentro de determinadas condiciones, la citotoxicidad de las células NK frente
a las células patoldgicas se incrementa gracias a que las células diana expresan
determinadas moléculas inducibles por estrés que actuan como ligandos para los
receptores NK, entre estos ligandos se encuentran las moléculas MIC-A y MIC-B
(Fuertes et. al, 2008), reconocidas por NKG2D, que son proteinas codificadas dentro
de la region HLA humana y cuya estructura esta relacionada con las moléculas HLA

de clase | y otras moléculas como la ULBP (del inglés, UL16-Binding Protein) y
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RAET (del inglés, Retinoic Acid Early Transcript), cuyos genes no estan dentro de la
region HLA (Malarkannan, 2006). Una caracteristica comun en todas estas
moléculas reconocidas por los receptores NK, es que sus estructuras presentan
homologias con las moléculas HLA de clase | (McQueen et al, 2002; Malarkannan,
2006; Mistry et al, 2007). De hecho, el consenso general es que la activacion y
accién citotoxica de las células NK es el resultado del balance entre las fuerzas
inhibidoras inducidas por interaciones “missing self’ o “pérdida de lo propio” en
oposicion a las sefales activadoras desencadenadas por la estimulacion de los
receptores activadores con sus ligandos “induced self’ o “inducion de lo propio”
(Malarkannan, 2006; Farag et al, 2006; Mistry et al, 2007).

En los ultimos afos se ha descrito una asociacion entre ciertas subclases de
linfocitos T CD8" y células NK que expresan estos receptores y diferentes patologias
(Rajagopalan and Long, 2005), como enfermedades infecciosas por virus (Khakoo et
al, 2004; Jacobs et al, 2004; Boulet et al, 2008; Alter et al, 2009; Dring et al, 2011;
Wauquier et al, 2010), enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Nelson et al,
2004; Nickoloff et al, 1999; Holm et al, 2005; Niepiekto-Miniewska et al, 2013; Hou et
al, 2010; Garcia-Leon et al, 2011; Martin et al, 2002) y enfermedades tumorales
(Vetter et al, 2000; Carrington et al, 2005; Ozturk et al, 2012; Venstrom et al, 2012;
Cooley et al, 2010), que sugiere un papel relevante de estos receptores en la

patogénesis y progresiéon de dichas enfermedades.
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7.1. Receptores KIR

La historia de los receptores KIR se ha desarrollado durante las ultimas tres
décadas. Poco después del descubrimiento de las células NK a mediados de la
década de 1970 (Kiessling et al 1975, Herberman et al 1975) se comienza a
sospechar que las moléculas MHC clase | pueden ser importantes para regular las
respuestas de las células NK (Trinchieri et al 1978, Becker et al 1978, Piontek et al
1985). Posteriormente se postula la hipotesis de "missing-self” o pérdida de lo propio
(Kiessling et al 1975, Herberman et al 1975, Karre et al 1986), la cual sugeria que las
células NK podrian expresar receptores inhibidores con afinidad por moléculas MHC
clase I.

En 1992, el descubrimiento de la inhibicidn a través de los receptores Ly49 por
moléculas MHC clase | en ratones transformé la hipotesis del missing-self en un
dogma aceptado hasta la actualidad (Trinchieri et al 1978, Becker et al 1978, Piontek
et al 1985, Karlhofer et al 1992). Poco después, se identificé a los receptores
inhibidores humanos que se unen a HLA-C (KIR2DL1/P58.1/EB6 vy
KIR2DL3/P58.2/GL183) (Moretta A et al 1993, Moretta A et al 1990) y HLA-B
(NKB1/KIR3DL1) (Litwin et al 1994), como analogos funcionales del receptor murino
Ly49. Posteriormente, Moretta y sus colaboradores descubrieron que el clon de
anticuerpo monoclonal EB6 también podia reconocer un segundo receptor p50
(KIR2DS1) que transmitia sefales de activacion tras el reconocimiento de la
molécula HLA-Cw4 (Moretta A et al 1995). Los genes codificantes para todos estos
receptores fueron clonados mas tarde y se confirmd su especificidad para las
moléculas HLA-C y HLA-B (Colonna M et al 1995).

Desde el descubrimiento de los primeros receptores KIR inhibidores y
activadores en humanos, se han identificado otros receptores KIR adicionales, de
manera que actualmente, la familia de receptores KIR incluye siete receptores KIR
con funcién inhibidora y seis con funcién activadora, ademas de KIR2DL4, que tiene
una funcion inhibidora con potencial inhibidor. Ademas, el hecho de que cada gen
KIR sea altamente polimorfico, y de que el producto de cada uno de los diferentes
alelos de cada gen pueda interactuar mas o menos fuertemente con los diferentes
alelos HLA clase |, afiade un mayor grado de complejidad a las interacciones entre
los receptores KIR y las moléculas HLA clase |I.
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Por tanto, la actividad citotoxica de las células NK 'y T CD8+ esta regulada por
un conjunto de receptores y sus ligandos, entre los cuales se encuentran los
receptores KIR y sus ligandos HLA de clase | (Ohkawa et al., 2001; McQueen et al.,
2002; Catros-Quemener et al., 2003).

Los receptores KIR presentan una considerable especificidad de especie y no
existen en los roedores, por lo que su estudio en humanos es critico para conocer su
impacto en la salud y la enfermedad (Rajalingam., 2011). Estos receptores se
expresan en células NK (Natarajan et al., 2002) y en una subpoblaciéon de células T
(Van Bergen et al., 2010) y estan codificados por una serie de genes localizados en
una regidon de aproximadamente 150 kb localizada dentro del complejo de
receptores leucocitarios o LRC (del inglés, Leucocyte Receptor Complex) en el
cromosoma 19 (19913.4) (figura 8) (Parham P. 2005).
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Figura 8. Localizacién cromosémica de los genes KIR. Los genes que codifican para los

receptores KIR se localizan en el cromosoma 19 (19q13.4). Martin AM et al 2002.
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En los receptores KIR se distinguen 3 dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina, DO, D1 y D2; y, en base a que estas moléculas posean 2 6 3
dominios en la regidon extracelular se clasifican como KIR2D vy KIR3D,
respectivamente. Ademas, atendiendo al tipo de dominios que poseen, los
receptores KIR2D se denominan como tipo | si portan los dominios D1-D2 o
receptores tipo Il si portan los dominios D0-D2, siendo los receptores KIR2D de tipo |
los mas frecuentes, mientras que los de tipo Il solamente estan representados por
KIR2DL4 y KIR2DLS5 (Vilches et al., 2000a; 2000b) (figura 9).

Algunos de estos receptores poseen una region citoplasmica larga con dos
motivos ITIM responsables de la funcion inhibidora (p58 y p70) y se les distingue
afiadiendo la letra L (del inglés, Long tail) al final de su nombre, de manera que se
denominan KIR2DL y KIR3DL (Burshtyn et al., 1999) (figura 9). En humanos se han
identificado 14 receptores KIR mas dos pseudogenes KIR2DP1 y KIR3DP1; de entre
los receptores KIR, unos desencadenan inhibicion (KIR2DL1-3, KIR2DL5, KIR3DL1-
3), otros activacion (KIR2DS1-5, KIR3DS1) y otros ambas acciones (KIR2DL4).

Las senales desencadenadas tras la unién de los receptores inhibidores a las
moléculas HLA-I propias, gracias a las cuales las células NK adquieren competencia
funcional (Sun, 2010; Yokoyama et al.; 2003), implican fenomenos tales como el de
“licenciar”, que asi se denomina a la adquisicion de la capacidad funcional gracias a
esas interacciones moleculares (Yokoyama et al., 2006); “armar”, que define la
adquisicion de la tolerancia a lo propio de las NK durante su desarrollo (Raulet et al.,
2006); y, por ultimo, también “educar” fendmeno por el que las células NK son
capaces de discriminar la densidad de moléculas HLA-lI en la superficie celular
(Anfossi et al., 2006).

Otros receptores tienen un tallo citoplasmico corto por lo que, como en el caso
anterior, se les afiade una letra al final de su nombre, en este caso S (del inglés,
Short tail) (figura 9). Estos ultimos carecen de motivo ITIM (p50) y tienen en su
region transmembrana un aminoacido de lisina cargado positivamente a través del
cual se asocian electrostaticamente a la molécula adaptadora DAP12, que transduce
la sefial activadora a través de sus motivos ITAM (del inglés, immunoreceptor
tyrosine - based activating motiff) (figura 10) implicando a las tirosin-quinasas ZAP70
y syk (Moretta et al., 1997; Vilches et al., 2002; Moretta et al., 2004).
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Figura 9. Estructura de los receptores KIR. Los receptores KIR pueden presentar 2
(KIR2D) o 3 (KIR3D) dominios tipo inmunoglobulina extracelulares. Ademas, pueden tener
una region citoplasmatica larga (KIR2DL, KIR3DL) o corta (KIR2DS, KIR3DS), lo que les
otorga una funcion inhibidora o activadora de la actividad citotdxica, respectivamente.

Bashirova et al. Annual Reviews of Genomics and Human Genetics. 2006; 7: 277-300.
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Figura 10. Funcion de los receptores KIR2D. La sefalizacion intracelular a través de los
receptores KIR2D difiere en base a la presencia de un tallo citoplasmatico largo (KIR2DL),
que media sefales de inhibicion, o corto (KIR2DS), que media sefales de activacion. Figura
adaptada de Farag SS and Caligiuri MA. Blood reviews. 2006; 20(3): 123-37.
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Los genes KIR estan distribuidos uniformemente entre las regiones
centroméricas y teloméricas del locus KIR. Ambas regiones tienen motivos con un
contenido en genes alternativo y distintivo. La combinacién de los motivos
centroméricos y teloméricos A da lugar a los haplotipos KIR A, que codifican los
receptores inhibidores para HLA-C1 (KIR2DL3) y HLA-C2 (KIR2DL1) en la region
centromérica y los receptores inhibidores para HLA-Bw4 (KIR3DL1) y HLA A3/11
(KIR3DL2) en la regién telomérica. KIR2DS4, que reconoce las moléculas HLA-
A3/11 y algunas moléculas HLA-C C1 y C2, es el unico receptor activador que
contienen los haplotipos A (figura 11).

Los haplotipos KIR B carecen de los genes que codifican los receptores
inhibidores para HLA-C2 (KIR2DL1) y HLA-Bw4 (KIR3DL1) y contienen el receptor
inhibidor KIR2DL2 que reacciona con el epitopo C1. Los haplotipos KIR B se
distinguen también de los haplotipos KIR A en que tienen el receptor activador
KIR2DS1 y otros receptores KIR que no reconocen moléculas HLA de clase I: El
receptor inhibidor KIR2DL5 y los receptores activadores KIR2DS2, KIR2DS3
KIR2DS5 y KIR3DS1 (figura 11). Todos los haplotipos portadores de un dominio
centromérico B o telomérico B, y aquellos portadores de ambos motivos
centromérico B y telomérico B, se agrupan dentro de los haplotipos KIR B. La

frecuencia de estos haplotipos varia entre las diferentes poblaciones humanas.
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Figura 11. Los genes KIR se agrupan en haplotipos. Susan E. Hiby, Mary Carrington,

Moffet A. J Clin Invest. 2010;120(11):4102-4110.
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La expresion de los receptores KIR en células NK parece ser constitutiva
(Moretta et al 1992) y estable, ya que las células NK maduras no modifican su
fenotipo KIR como consecuencia de su activacion “in vitro”, proliferacion o clonaje
celular (Moretta et al 1994, Moretta et al 1996), mientras que en células T es
variable y puede ser inducida en ciertas condiciones. La expresion de los genes
KIR2DL1 y KIR2DL2/3 en células NK humanas ocurre de un modo clonal (Ciccone et
al 1992), de manera que la presencia de un determinado gen KIR no significa que
éste sea expresado (Torkar et al 1998; Long et al 2001).

En el caso de los linfocitos T los receptores KIR son expresados por linfocitos T
CD8" pero son infrecuentes en linfocitos T CD4" (Mingari et al 1996). Ademas, el
analisis de marcadores fenotipicos de células T ha revelado que las células T que
expresan receptores KIR carecen de CD28, mientras que expresan altos niveles de
CD18, CD29, CD57 y CD45RO (Mingari et al 1996). Estos datos, junto con la
ausencia de células T KIR" en timo y sangre de cordon (Mingari et al 1997) son
consistentes con un fenotipo memoria e indican que se trata de células activadas “in

vivo”.

7.2. Ligandos HLA clase-l de los receptores KIR

Los receptores KIR reconocen e interactuan con moléculas de clase | del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC clase |) de una manera semejante a
como se hace el reconocimiento del TCR. No obstante, estas interacciones son muy
diferentes ya que mientras que la unién con el TCR conlleva un cambio
conformacional, la unién de los KIR al HLA se hace como elementos rigidos y ello
implica que esta interaccion sea exquisitamente sensible a las sustituciones de
aminoacidos, afectando de manera importante a la especificidad y fuerza de estos
reconocimientos (Parham et al., 2005). Estas moléculas, también conocidas como
moléculas HLA de clase | (human leukocyte antigen class-1) (Diana Torres-Garcia et
al 2008) estan codificadas por genes que se localizan en el brazo corto del

cromosoma 6 (6p21.31) (figura 12).
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Figura 12. Localizaciéon y organizacion del sistema HLA en el cromosoma 6. En el
brazo corto del cromosoma 6 humano se localiza el conjunto de genes que codifica a las
moléculas HLA de clase | (HLA-A, HLA-B y HLA-C, bandas azules), principales ligandos de
los receptores KIR. Childhood Hematopoietic Cell Transplantation. Bethesda, MD: National
Cancer Institute. 2014.

De todas las moléculas HLA de clase |, los ligandos principales de los
receptores KIR son moléculas codificadas por ciertos alelos de los locus HLA-A,
HLA-B, HLA-G y, fundamentalmente, las moléculas codificadas por los alelos del
locus HLA-C.

En este contexto, es de destacar la presencia de un determinante antigénico,
denominado epitopo HLA-Bw4, que es compartido por ciertas moléculas HLA-A y
HLA-B, y que presenta un dimorfismo en la posicién 80 de la a-1 hélice, en base a la
presencia de un aminoacido de isoleucina (lle) o de treonina (Thr), como se muestra
en la tabla 6.

En cuanto al papel de las moléculas HLA-C como ligandos de los receptores
KIR, cabe destacar que se ha descrito la existencia de un dimorfismo en la posicion
80 de la a1-hélice de las moléculas HLA-C en base a la presencia de un aminoacido
de asparagina (Asn) o de lisina (Lys), que nos permite clasificar los diferentes alelos

HLA-C en dos grupos de ligandos KIR denominados C1 y C2 (Colonna et al. 1993;
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Mandelboim et al. 1996, Parham P 2004). Asi, el grupo C1 (alelos HLA-C"")
incluye los alelos HLA-C*01, HLA-C*03, HLA-C*07, HLA-C*08, HLA-C*12, HLA-C*14
y HLA-C*16 (excepto C*16:02), mientras que el grupo C2 (alelos HLA-C-*%)
comprende los alelos HLA-C*02, HLA-C*04, HLA-C*05, HLA-C*06, HLA-C*15, HLA-
C*16:02, HLA-C*17 y HLA-C*18 (tabla 6).

Tabla 6. Dimorfismo del epitopo Bw4 y de las moléculas HLA-C.

Dimorfismo en posicion 80 del Epitopo HLA-Bw4
Aminoacido Alelo
lle 80 HLA-A*23, A*24, A*25, A*32, HLA-B*38, B*49, B*51, B*52, B*53,
B*57, B*58, B*59, B*63
Thr 80 HLA-B*13, B*27, B*37, B*44, B*47

Dimorfismo en posicion 80 de HLA-C
Aminoacido Alelo
Asn 80 Grupo C1: HLA-C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*14, C*16:01
Lys 80 Grupo C2: HLA-C*02, C*04, C*05, C*06, C*15, C*16:02, C*17,
C*18

Estudios cristalograficos han revelado que esta posicion influye en las
diferencias observadas en la interaccion de las moléculas HLA-C con los receptores
KIR, mostrando que la naturaleza del residuo 44 en la molécula de KIR (metionina
en KIR2DL1/S1 y lisina en KIR2DL2/3) es critica para la interaccién con el residuo 80
de la molécula HLA-C (Winter et al., 1998).
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7.3. Interaccidén entre los receptores KIR y sus ligandos

Los receptores KIR2D mejor caracterizados, KIR2DL1/S1 (CD158a/h) y
KIR2DL2/3/S2 (CD158b1/b2/j), reconocen moléculas HLA-C del grupo C2 (HLA-
C*8%) y del grupo C1 (HLA-C"*"?) respectivamente, mientras que los receptores
KIR3DL1 y KIR3DL2 interaccionan con alelos HLA que presentan el epitopo HLA-
Bw4 y HLA-A3/11, respectivamente (Farag and Caligiuri, 2006) (figura 13).

El aminoacido en la posicion 80 de la molécula HLA-B determina criticamente
la unidn a KIR3DL1 (D’Andrea A et al 1995). Los alelos con el epitopo Bw6
presentan una asparagina en posicion 80 y no se unen a KIR3DL1, mientras que los
alelos con el epitopo Bw4, en esta posicion pueden presentar una isoleucina o una
treonina, y constituyen ligandos para KIR3DL1. Se ha descrito que las moléculas
HLA que presentan una isoleucina 80 (lle80) son ligandos mas fuertes para
KIR3DL1 que las moléculas que presentan una treonina 80 (Thr80) (Cella M et al
1994, Draghi M et al 2005).

Las moléculas KIR2DL especificas de HLA-C fueron inicialmente definidas
utilizando anticuerpos monoclonales. Posteriormente, se observd que dichos
anticuerpos también eran capaces de unirse a moléculas KIR2DS con dominios
extracelulares de secuencia similar a KIR2DL. De este modo, se observd que
KIR2DS1 reaccionaba de forma cruzada con KIR2DL1, mientras que KIR2DS2
reaccionaba de forma cruzada con KIR2DL2/3. No obstante, a pesar de las
similitudes estructurales entre KIR2DS1 y KIR2DL1, se ha observado que KIR2DS1
se une débilmente a los alelos HLA-C del grupo C2 (Biassoni et al 1997; Vales-
Gbémez et al 1998).
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Receptores NK y sus correspondientes ligandos HLA de clase I. Los

receptores KIR2DL1/S1 interaccionan con moléculas HLA-C2, mientras que los receptores

KIR2DL2/3/S2 interaccionan con moléculas HLA-C1. El receptor KIR3DL1 interacciona con

moléculas HLA de clase | que presentan el epitopo HLA-Bw4 y el receptor KIR3DL2 con las

moléculas HLA-A3/11. *, Actualmente los ligandos de estos receptores son desconocidos.

Figura adaptada de Rajalingam R et al; The Korean journal of hematology. 2011; 46(4): 216-

28.
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Funcionalmente, se ha demostrado que la interaccion entre los receptores KIR
inhibidores y sus correspondientes ligandos induce senales de inhibicidon que
predominan sobre las sefales de activacién producidas por la interacciéon entre los
receptores KIR activadores y sus ligandos, previniendo asi la lisis de células diana
(Parham 2004; Igarashi et al. 2004; Vitale et al. 1995; Khakoo et al. 2004 Bakker et
al. 1998). Ademas, se ha observado que la interaccion entre las moléculas HLA-C y
sus correspondientes receptores KIR2DL induce sefiales de inhibicion de diferente
intensidad, las cuales vienen determinadas por la diferente afinidad entre los
distintos receptores y sus correspondientes ligandos. Asi, la interaccion entre el
receptor KIR2DL1 y las moléculas HLA-C del grupo C2 (HLA-C"*%) es mas fuerte y
especifica que la interaccion entre los receptores KIR2DL2/3 y las moléculas de
HLA-C del grupo C1 (HLA-C**"%) (figura 14A). La intensidad y especificidad de ésta
interaccion viene definida por el dimorfismo de la molécula HLA-C en posicion 80
(Asn o Lys) y el correspondiente dimorfismo en la posicion 44 del dominio D1 del
receptor KIR: un residuo de lisina (Lys) en KIR2DL2 y KIR2DL3, y un residuo de
metionina (Met) en KIR2DL1. La variacion en estas posiciones altera la fuerza y
especificidad de la interaccion (figura 14B).

También se ha descrito, que las interacciones mas débiles y menos
especificas, como la de KIR2DL2/3 con moléculas HLA-C del grupo C1,
evolucionaron primero, apareciendo mas tarde en el desarrollo evolutivo las
interacciones mas fuertes y especificas entre KIR2DL1 y las moléculas HLA-C del
grupo C2 (figura 14B). No obstante, el hecho de que los alotipos C2 no hayan
suplantado a los C1, ya que ambos estan bien representados en todas las
poblaciones humanas, apunta a la existencia de una gran variedad en lo que

respecta a la fuerza de inhibicion mediada por HLA-C.
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Figura 14. Afinidad de la interaccion KIR2DL/HLA-C. La actividad de las células NK

viene determinada por la integracién de sefales procedentes de receptores activadores e

inhibidores como KIR2D (A). La interaccion entre los alelos HLA-C2 y el receptor KIR2DL1

presenta la mayor afinidad (A). Esto es debido a la presencia de tres puentes de hidrégeno
entre HLA-C2-KIR2DL1 frente a uno solo entre HLA-C1-KIRDL2 (B). En la parte inferior de

la figura A se indican los dos reordenamientos cromosémicos mas comunes de los genes
KIR2DL. Parham P, Science 2004; 305: 786-787 (A); Parham P, Nat Rew Immunol 2005;

5:201-214 (B).
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Entre todas las interacciones posibles de las moléculas HLA-C con los
receptores KIR2DL, la interaccion entre las moléculas HLA del grupo C2 y KIR2DL1,

es la que aporta la mayor inhibicidon, dando lugar a un estado de inhibicion maximo

en presencia de alelos HLA-C del grupo C2 en homocigosis (figura 15).

Functional KIR2DL-
HLA-C pairs

2DL1-C2 (homozygous)

2DL1-C2 and
2DL2-C1

2DL1-C2 and
2DL3-C1

2DL2-C1 (homozygous)

Increasing
inhibition

2DL2-C1 and
2DL3-CAH

2DL3-C1 (homozygous)

Nature Reviews | Immunology

Figura 15. Jerarquia de inhibiciéon de los receptores KIR2DL por sus ligandos HLA-C.
Parham P, Nat Rew Immunol 2005; 5(3): 201-14.

Asi pues, la interaccion de KIR2DL1 con ligandos HLA del grupo C2 conduce

a un estado de tolerancia en el huésped (figura 16).
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Figura 16. Modelo de induccion de tolerancia mediado por el par KIR2DL1/HLA-C2.
Parham P, Nat Rew Immunol 2005; 5(3): 201-14.
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La interaccion entre los receptores KIR y sus correspondientes ligandos ha
suscitado un especial interés (Bakker et al. 1998; Rajagopalan and Long 2005),
debido a que la segregacion independiente y el alto grado de polimorfismo descrito
tanto en los receptores KIR como en las moléculas HLA clase | (Du et al. 2007;
Hollenbach et al. 2012; Middleton and Gonzalez 2010), les confiere un potencial
considerable como marcadores de susceptibilidad y/o progresion de la enfermedad
(Parham 2005). De hecho, los receptores KIR y sus ligandos HLA clase | han sido
asociados con una gran variedad de enfermedades, incluyendo enfermedades
autoinmunes (Tajik et al. 2011), infecciosas (Aranda-Romo et al. 2012) y tumorales
(Al Omar et al. 2010; Martin et al. 2010; Naumova et al. 2007), y también, con la
evolucion del trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (Pende et al.
2009; Thielens et al. 2012; Venstrom et al. 2012).

Estudiando las interacciones KIR-ligando HLA-I se han observado evidencias
convincentes que indican que la interaccién entre KIR2DS1 y los ligandos HLA-C del
grupo C2 contribuye a la reactividad de las células NK frente a células tumorales “in
vitro” (C.A. Stewart et al. 2005, J.H. Chewning et al. 2007; Pende et al. 2009).

Aunque las funciones biolégicas de los receptores KIR activadores son
mayoritariamente desconocidas, se ha decrito que el reconocimiento de los ligandos
HLA-C del grupo C2 por el receptor KIR2DS1 esta implicado en la actividad anti-
leucémica mediada por células NK alorreactivas (S. Giebel et al. 2009; S. Verheyden
et al. 2005). Ademas, KIR2DS1 ha sido asociado con la proteccion frente al linfoma
de Hodgkin (C. Besson et al. 2007), y con el desarrollo de enfermedades
autoinmunes como la artritis psoriasica y la psoriasis (F. Williams et al. 2005; S. J.
Holm et al. 2005; W. Luszczek et al. 2004; Y. Suzuki et al. 2004).

En lo que respecta al melanoma, se ha observado que la lisis de células de
melanoma mediada por células NK y células T CD8+ se activa a través de la
expresion, en las células tumorales, de ligandos especificos para receptores
activadores (Casado et al 2009), y que los receptores KIR y sus ligandos HLA de
clase | estan implicados en la inhibiciéon de la misma (Bakker et al 1998; Carrega et
al 2009). No obstante, debe tenerse en cuenta que la expresion de HLA de clase |
se encuentra a menudo disminuida en células de melanoma (Garrido et al. 1997), de

manera que cuando las sefales inhibidoras desaparecen (Pende et al. 1998), la
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expresion en las células tumorales de ligandos para receptores activadores de
células NK puede hacerlas mas susceptibles a la lisis por células T CD8 y NK
(Moretta et al. 2001).

En este contexto, es de destacar que aunque el melanoma es considerado uno
de los tumores mas inmunogénicos (Anichini et al. 2004; Lee et al. 1999), puede
eludir la vigilancia del sistema inmune, especificamente si se induce un estado de
tolerancia (Chouaib et al. 2002). En esta linea, recientemente se ha demostrado que
los receptores KIR podrian comportarse como biomarcadores inmunoldgicos de
supresion de la funcion de las células NK vy tolerancia en pacientes de melanoma
(Konjevic et al. 2009).

En definitiva, el descubrimiento de los receptores KIR en células NK y células
T, asi como la regulacion que ejercen sobre la actividad citotoxica de las mismas
(Farag and Caligiuri 2006; Mingari et al. 1998), ha abierto nuevas fronteras en la
inmunologia y ha llevado a una mejor comprensién de los mecanismos que estan
implicados en la inmunoregulacion o que pueden interferir en el control de las
infecciones o del crecimiento tumoral, pudiendo tener una importante aplicacion en

la inmunoterapia del cancer.

7.4. Receptores tipo lectina-C

Un segundo tipo de receptores de células NK son los receptores
heterodiméricos de la familia de las lectinas tipo-C que incluye receptores como
NKG2A y NKG2C, entre otros. Estos receptores estan compuestos por dos
subunidades, una subunidad CD94 y una molécula de la familia NKG2 unida
covalentemente a CD94 (Lanier LL 1998). Por su parte, NKG2D es un receptor con
un dominio tipo lectina homodimérico que no se asocia a CD94 (Moretta L et al.
2006) (figura17).

La molécula CD94 carece de dominio citoplasmatico para mediar la sefal de
transduccion intracelular, por lo que su especificidad funcional viene determinada por
las moléculas NKG2 (NKG2A, NKG2C), pertenecientes a la familia de las lectinas
tipo-C.
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Por lo que respecta a su especificidad, los heterodimeros CD94/NKG2 se unen
especificamente a la molécula no clasica HLA-E (Lee et al. 1998). De forma similar
a los receptores KIR, la subunidad NKG2 del heterodimero CD94/NKG2A tiene un
tallo intracitoplasmatico largo con dos motivos ITIM que median una sefial inhibidora,
mientras que las subunidades NKG2 de los receptores activadores, como NKG2C,
tienen tallos citoplasmaticos cortos asociados a la proteina adaptadora DAP12, que
presenta motivos ITAM mediadores de sefiales de activacion. Sin embargo, el
receptor NKG2D, a diferencia del resto de receptores NKG2 activadores, se asocia
con la proteina adaptadora DAP10 (Andre P et al 2004), como se muestra en la
figura 17. Las células citotdxicas expresan una amplia gama de receptores de
activaciéon entre los que se incluye el receptor NKG2D y NKG2C (Moretta A et al.
2001) a los que se opone la sefalizacion mediada por receptores inhibidores como
CD94/NKG2A (Braud et al. 1998; O’Callaghan CA 2000) (figura 17).

MICA/B
HLA-E HLA-E ULBPs

NKG2A A 'NKG2C NKG2D
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DAP-12 D
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Figura 17. Receptores NK de la familia de las lectinas tipo-C. Se representan los
receptores heterodiméricos NKG2A (funcion inhibidora) y NKG2C (funcién activadora),
ambos asociados a la molécula CD94, y el receptor homodimérico NKG2D (funcion
activadora). Farag SS et al. Blood. 2000; 100: 1935-47.
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Se ha descrito que el reconocimiento y la lisis de células de melanoma son
procesos controlados por multiples interacciones entre receptores activadores y sus
ligandos (Morgado et al. 2011; Carrega et al. 2009; Pende et al. 2001) (figura 18),
entre las que se encuentran las interacciones entre receptores activadores como
NKp46, NKp30 y NKp44 con sus ligandos, NKG2D con sus ligandos MICA/B y
ULBPs y DNAM-1 con sus ligandos PVR y Nectina-2, siendo la interaccion entre
NKG2D y sus ligandos una de las principales y mas polimoérficas entidades

responsables de la lisis de células de melanoma (Morgado et al 2011).
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7.5. Receptor NKG2D

NKG2D es una molécula de la familia de las lectinas de tipo C. Las lectinas de
tipo C son moléculas que se unen a carbohidratos a través de un motivo estructural
comun y de una manera dependiente de Ca?*, sin embargo, NKG2D no tiene
caracteristicas que sugieran que se una a carbohidratos. Estructuralmente, NKG2D
es una glicoproteina transmembrana homodimérica de tipo Il, codificada en el
cromosoma 12 humano, dentro del complejo de genes natural killer (NKC) (Coudert
et al 2006) (figura 19).

NKRP1A CD69S CD94 NKG2 Ly49L
m A ' =] Human
— - D.D_D-D-D.D — Chromosome 12
D FECA

Figura 19. Localizacion cromosomica del gen NKG2D. Figura adaptada de Coudert JD,
Held W. Semin Cancer Biol. 2006; 16(5): 333—43.

NKG2D se expresa en la superficie de células NK, células T CD8'TCR-a y
células T TCR-yd y se asocia con DAP10, una molécula adaptadora que carece de
motivo ITAM y que en su lugar presenta un motivo YXNK de unién al dominio de
homologia Src 2 (SH2) (figura 17).

La unién de NKG2D a su ligando desencadena la fosforilacion de DAP10 por
quinasas de la familia Src con el consecuente reclutamiento de la subunidad p85 de
la fosfatidilinositol 3-quinasa, lo cual, en ultima instancia, conduce a la activacion
celular. (Upshaw JL et al 2006, Wu J et al 1999).
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Se ha observado que la sefializacion mediada por NKG2D a través de DAP10
es suficiente para activar la citotoxicidad celular (Upshaw JL et al 2006), aunque esto
varia dependiendo del tipo de célula. En las células NK de ratéon, NKG2D puede
asociarse con las moléculas adaptadoras DAP10 y DAP12. Ambas vias de
sefalizacion desencadenan la activaciéon de la citotoxicidad celular, pero sélo la via a
través de DAP12 da como resultado la induccién de la produccidn de citoquinas. En
humanos, NKG2D se asocia sélo con DAP10 y su estimulacion desencadena la
citotoxicidad pero no la secrecion de citoquinas. Sin embargo, en las células T CD8"
de ambas especies, NKG2D se asocia solo con DAP10 y su activacion desencadena
la coestimulacion pero no la activacién de la citotoxicidad celular (Trichieri et al 2003)
(figura 20).

284 cD28 NKG2D NKG2D 2B4 cD28
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Figura 20. NKG2D actua como un receptor activador en células NK y coestimulador en
células T CD8+. Trinchieri et al. Nature immunology. 2003; 4:509-510.
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Se ha observado que la disminucion de la expresion de NKG2D puede ser
consecuencia del aumento de citoquinas inmunosupresoras como TGF-3 (Lee KM et
al. 2004, Eagle RA et al. 2007), de una estimulacion continuada de NKG2D por sus
ligandos expresados en células tumorales, lo que causaria la disfuncién del receptor
y la anergia de las células NK por reduccion de la molécula DAP10 (Coudert JD et al.
2006), o bien por la existencia de ligandos MICA solubles derivados del tumor que
tras la union al receptor NKG2D bloquean su activaciéon (Groh V et al. 2002).
Ademas, recientemente se ha descrito, en algunos melanomas humanos, que los
ligandos MICA son retenidos intracelularmente y degradados por la actividad de los
proteasomas en el citoplasma, lo que produce una disminucion de la expresién de
NKG2D en células NK y la resistencia de los melanocitos a la citotoxicidad mediada
por dichas células (Fuertes MB et al. 2008). Ademas, se ha visto una disminucién de
la expresiéon de NKG2D en pacientes con melanoma metastasico en estadio IV en
comparacién con pacientes en los estadios I, Il y Ill, que se correlaciona con una
reduccion en la capacidad citotéxica de las células NK (Martinovic et al. 2010).
También se ha observado una disminucion de la expresion del receptor NKG2D en
células NK de individuos con otros tipos de cancer, como cancer colorrectal (Yajuan

Shen et al. 2012) y carcinoma hepatico (Zhang C et al. 2005). Ademas,

7.6. Polimorfismo del receptor NKG2D

El polimorfismo del receptor NKG2D ha sido asociado con la actividad
citotoxica de las células NK en una poblacion de origen japones (Hayashi et al
2006). En este estudio, los autores analizaron 20 polimorfismos de nucledtido simple
(SNPs) de una regién génica de 270 kb localizada dentro del complejo natural killer
(NKC) 12p13.2-p12.3. Esta regidbn contiene genes importantes que codifican
receptores NK, como el gen CD94 o la familia de genes de receptores lectina tipo C
de las células NK (Borrego F et al 2002). Ocho de los 20 SNPs estudiados, (NKC-3,
NKC-4, NKC-7, NKC-9, NKC-10, NKC-11, NKC-12 y NKC-17), se asocian
fuertemente con la actividad citotéxica de las células NK. De estos ocho SNP, los
siete primeros estan localizados en la regién génica de NKG2D mientras que NKC-
17 se localiza en la regidon promotora del gen NKG2A (figura 21). Ademas, también
se ha descrito la existencia de un fuerte desequilibrio de ligamiento entre algunos de
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estos ocho SNPs citados anteriormente. Esto ha permitido definir dos bloques de
SNPs constituidos por 2 haplotipos (LNK y HNK) asociados con una actividad
citotoxica natural baja o alta, asi como con un riesgo incrementado o disminuido de
desarrollar cancer, respectivamente (Hayashi et al. 2006).

En cuanto al papel del polimorfismo de NKG2D en distintas enfermedades, se
ha observado que tiene un impacto significativo en el trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos de donante HLA-compatible no relacionado (Espinoza
JL et al. 2009), en el desarrollo de colangiocarcinoma en pacientes con colangitis
esclerosante primaria (Melum E et al. 2008), en el riesgo de desarrollar cancer
colorrectal en la poblacion Japonesa (Furue H et al. 2008), y en la susceptibilidad a
desarrollar carcinoma cervical (Roszak A et al. 2012) y cancer de pulmén
(Ghobadzadeh S et al. 2013). Ademas, también ha sido asociado con la
susceptibilidad a desarrollar de hepatitis B cronica (Ma J et al. 2010) y con la
proteccion a desarrollar de lupus eritematoso sistémico (LES) (Piotrowski P et al.
2010).

12p12.3 12p12.] 12q12 12041 T2gl5 122131 1222 129233 12q24.31
12423.1
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Figura 21. SNPs de la region NKC asociados con actividad citotoxica. En la figura se
muestran 20 polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) (sefalados con flechas) localizados
dentro de la regién génica NKC en el cromosoma 12. Ocho de estos SNPs (flechas
naranjas) han sido asociados con variaciones en la actividad citotéxica en la poblacion
Japonesa. Hayashi et al. Cancer research. 2006; 66(1): 563-70.
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7.7. Ligandos MICA del receptor NKG2D

Los ligandos del receptor NKG2D en humanos incluyen las moléculas MIC y las
moléculas de unién a UL16 (Bauer et al 1999; Kasahara et al 2012; Raulet et al
2003; Steinle et al 2001). Los genes que codifican para las proteinas MIC se
localizan en el cromosoma 6 e incluyen siete miembros (MICA-MICG) (figura 22),
dos de los cuales (MICA y MICB) son genes funcionales estrechamente relacionados

entre si, mientras que los cinco restantes son pseudogenes (Kasahara et al 2012).

TNF-A HLA-B HLA-E HLA-A HLA-G MICG HLA-F HFE
MICB MICA HLA-C MICC MICD MICF MICE

Figura 22. Distribucion de los genes MIC en el cromosoma 6. Se representa la
localizacion de los genes MIC en el cromosoma 6 (recuadros amarillos), junto a los genes

HLA (recuadros verdes), gen del TNF-A (recuadro marrén) y el gen HFE (recuadro rojo).

A diferencia de los genes HLA de clase | clasicos, los genes MICA y MICB
codifican para moléculas de superficie celular cuya expresion es inducida por estrés,
no se asocian con beta 2-microglobulina, y no parecen presentar péptidos (Grubic, Z
et al. 2006). Ademas, las proteinas MICA y MICB tienen una distribucion tisular
limitada (Zwirner et al 1998), ya que se expresan principalmente en el epitelio
gastrointestinal, queratinocitos, células endoteliales y fibroblastos, aloinjerto renal y
de pancreas, y en lesiones y lineas celulares derivadas de tumores epiteliales y de
melanoma cutaneo (Casado et al 2009; Vetter et al 2002; Fuertes et al 2011).

El gen MICA se encuentra en la regidén de los antigenos leucocitarios humanos
(HLA) de clase |, a unas 46 kb en direccion centromérica respecto al locus HLA-B, y
es, con diferencia, el gen MIC mas polimérfico conocido en mamiferos (Bahram et al
1994). Muestra un alto grado de polimorfismo alélico en el exdn 5 que codifica para
la region transmembrana de la molécula (Mizuki et al 1999), asi como en los exones
2, 3 y 4 que codifican para los tres dominios extracelulares alfa-1, alfa-2 y alfa-3 de

la proteina MICA, respectivamente (Petersdorf et al 1999).
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Aunque el significado funcional de la diversidad del gen MICA es desconocido,
ciertos cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina MICA pueden influir
en la afinidad por su receptor NKG2D (Steinle et al 2001). En este sentido, se ha
demostrado que la presencia de un residuo de metionina (Met) o valina (Val) en el
codon 129 del dominio extracelular alfa-2 de la proteina puede conferir una afinidad
fuerte o débil por NKG2D, respectivamente (tabla 7).

Tabla 7. Alelos MICA segun el dimorfismo en el codén 129 del dominio extracelular

alfa-2 de la proteina.

Met 129 Val 129
(Alta afinidad por NKG2D) (Baja afinidad por NKG2D)

MICA*001  MICA*031 MICA*051 | MICA*003  MICA*028 MICA*070
MICA*002 MICA*032 MICA*052 | MICA*004  MICA*033  MICA*071
MICA*007 MICA*034 MICA*053 | MICA*005 MICA*044  MICA*074
MICA*011  MICA*035 MICA*057 | MICA*006 MICA*048 MICA*075
MICA*012 MICA*036 MICA*058 | MICA*008 MICA*049 MICA*076
MICA*014  MICA*037 MICA*060 | MICA*009 MICA*054  MICA*Q77
MICA*015 MICA*038 MICA*065 | MICA*010 MICA*055 MICA*078
MICA*017 MICA*039 MICA*067 | MICA*013 MICA*056 MICA*079
MICA*018 MICA*040 MICA*072 | MICA*016  MICA*059  MICA*080
MICA*020 MICA*041 MICA*073 | MICA*019 MICA*066  MICA*083
MICA*021 MICA*042 MICA*081 | MICA*022 MICA*068 MICA*084
MICA*023 MICA*043 MICA*082 | MICA*024 MICA*069 MICA*087
MICA*025 MICA*045 MICA*086 | MICA*027

MICA*026  MICA*046

MICA*029  MICA*047

MICA*030  MICA*050
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Recientemente se ha descrito que niveles bajos de expresidén de los ligandos
MICA-129Val (baja afinidad) en las células diana produce una menor degranulacion
y liberacién de IFN-y por parte de las células NK que los ligandos MICA-129Met (alta
afinidad), tras la interaccion con el receptor NKG2D. Sin embargo, a medida que los
niveles de expresion de los ligandos MICA-129Val aumentan se produce un
aumento paralelo en la degranulacion y produccidn de IFN-y por las células NK,
mientras que el aumento en la expresion de los ligandos MICA-129Met induce una
rapida disminucion en la expresion del receptor NKG2D en células NK, que tiene un
efecto negativo en la activacion de las mismas (Isernhagen A, 2016b) (figura 23A).
En linfocitos T CD8", se ha descrito que niveles bajos de expresion de los ligandos
MICA-129Val en las células diana o en las células presentadoras de antigeno
(APCs) producen una coestimulacion dependiente de antigeno mas tardia que los
ligandos MICA-129Met tras la interaccion con el receptor NKG2D. Sin embargo, a
medida que los niveles de expresion de los ligandos MICA-129Val aumentan se
produce una mayor coestimulacion de las células T CD8*, mientras que el aumento
en la expresiéon de los ligandos MICA-129Met induce una rapida disminucion de la
expresion del receptor NKG2D en células T CD8", que tiene un efecto negativo en la
coestimulacion de las mismas (Isernhagen A, 2016b) (figura 23B). Por tanto, el
efecto biologico del dimorfismo MICA-129Met/Val varia con la intensidad de
expresion de las moléculas MICA en la membrana de las células diana y/o APCs.

También se ha descrito, en ensayos in vitro con lineas celulares de melanoma,
que el dimorfismo MICA-129Met/Val afecta a la densidad de expresion de MICA en
la membrana plasmatica, de manera que la variante MICA-129Met es retenida
intracelularmente en mayor proporcién que la variante MICA-129Val. Ademas, se ha
observado que la variante MICA-129Met es mas susceptible de ser liberada de la
membrana plasmatica que la variante MICA-129Val. Ambos procesos parecen limitar
la expresion en la superficie celular de los ligandos MICA-129Met, ligandos que

tienen una gran avidez de unién a NKG2D (Isernhagen A, 2016a).
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Figura 23. Los efectos funcionales del dimorfismo MICA-129 dependen de la

intensidad de expresiéon de MICA en las células diana y/o APCs. Efecto del dimorfismo

MICA-129 y de la expresion de MICA en la activacion, coestimulacion y funcion efectora de:
(A), células NK; (B), linfocitos T CD8". Isernhagen A, Front immunol. 2016b; 7:588.
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El polimorfismo del gen MICA se ha asociado con una amplia gama de
enfermedades (Choy et al 2010), incluyendo enfermedades autoinmunes e
inflamatorias (Lépez-Hernandez et al 2010; Mizuki et al 2007), enfermedades
infecciosas y tumorales (Garcia et al 2011; Vallian et al 2012), rechazo de aloinjertos
y enfermedad de injerto contra huésped (Boukouaci et al 2009). En lo que respecta
al melanoma, hasta la fecha, se ha llevado a cabo un numero limitado de estudios
sobre el polimorfismo en la region transmembrana del gen MICA, sin embargo, no se
han realizado estudios sobre la influencia del polimorfismo en los dominios
extracelulares del mismo (Kennedy et al 2002; Metzelaar-Blok et al 2005).

Por otra parte, es conocido que los ligandos de NKG2D expresados en las
células tumorales activan la respuesta citotdéxica de células NK y linfocitos T
gammal/delta, y coestimulan la respuesta de los linfocitos T CD8" (Bauer S et al
1999; Das H et al 2001; Rincon-Orozco B et al 2005). Sin embargo, muchos tipos de
células tumorales liberan dichos ligandos mediante diversos mecanismos como el
“Splicing” alternativo, la rotura mediada por PI-PLC, la escision proteolitica, o la
secrecion en exosomas (figura 24). Asi, los ligandos de NKG2D ULBP2/4/5 pueden
ser liberados por rotura proteolitica mediante la accidn de las proteasas ADAM,
mientras que los ligandos ULBLP 1/2/3 pueden ser liberados mediante secrecion en
exosomas, Yy los ligandos anclados a GPIl, como ULBP 1/2/3 y presumiblemente
ULBP 6 pueden ser también liberados de la superficie celular por PI-PLC. Ademas,
los ligandos MICA y MICB pueden ser liberados de la membrana celular mediante la
accion de las proteasas ADAM y mediante la secrecion en exosomas (figura 24,
parte izquierda). Todos estos mecanismos, probablemente debido al efecto inhibidor
que ejercen dichos ligandos solubles al unirse al receptor NKG2D (figura 24, parte
derecha), pueden facilitar la evasion del tumor frente al ataque del sistema
inmunitario.

Especificamente, se ha encontrado que MICA (Salih HR et al 2002; Groh V et
al 2002), MICB (Salih HR et al 2006, Boutet P et al 2009), ULBP1 (Song H et al
2006), ULBP2 (Waldhauer | et al 2006; Fernandez-Messina L et al 2010), ULBP3
(Fernandez-Messina L et al 2010), ULBP4 (Cao W et al 2007), RAET1E, y
ULBPS/RAET1G (Bacon L et al 2004), pueden ser solubilizados mediante los

mecanismos antes indicados.
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Respecto al papel de los ligandos solubles de NKG2D en el desarrollo de
enfermedades tumorales, hay que destacar que se ha encontrado niveles
aumentados de dichos ligandos en el suero de pacientes con cancer, asi como una
correlacién entre dichos niveles y la estratificacion clinica o el prondstico del mismo.
En el caso del melanoma, se han observado niveles significativamente aumentados
de MICA y ULBP2 solubles en el suero de pacientes con la enfermedad. Asi mismo,
también se ha descrito una correlacion entre el aumento de los niveles de ULBP2
soluble en suero y los estadios clinicos de progresion del melanoma y la carga

tumoral (Annette Paschen et al 2009).

ADAM
MICA/B HKG2D
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A ULBP2/4/5 4‘3 * | signaling
MICA/B AP10
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Figura 24. Los ligandos de NKG2D pueden ser liberados a través de diferentes rutas.
(A) ADAM genera ligandos de NKG2D solubles que se unen a NKG2D blogqueando su
activacion. (B) Los ligandos de NKG2D asociados a membrana pueden ser secretados en
exosomas. La unién de los exosomas que contienen ligandos de NKG2D interfiere con la
sefalizacién a través de NKG2D y puede bloquear o activar directamente a NKG2D. (C) Las
ULBPs ancladas a GPI pueden ser liberadas de la membrana celular por PI-PLC, estas
ULBPs solubles pueden unirse a NKG2D y bloquear su senalizacion. Algunos ligandos de
NKG2D (ULBP4/5) también pueden ser secretados por corte y empalme alternativo (splicing

alternativo). Chitadze G et al, Scandinavian Journal of Immunology, 2013, 78, 120-129.
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

El melanoma cutaneo es uno de los tumores mas inmunogénicos que se
conocen, sin embargo, y a pesar de inducir la activacién de una respuesta del
sistema inmunitario frente al mismo, este presenta una evolucién clinica
impredecible que podria estar influenciada por variaciones genéticas
interindividuales de moléculas que participan en la respuesta inmunitaria
antitumoral. Entre las moléculas que intervienen en la respuesta inmunitaria
antitumoral, se encuentran las moléculas HLA de clase-l y MICA, que actuan
como ligandos de los receptores KIR y NKG2D, respectivamente, capaces de
modular la actividad citotdxica de las células NK 'y los linfocitos T CD8+.

Actualmente, esta bien establecido que la actividad citotoxica de las
células NK y los linfocitos T CD8" esta regulada a través del balance entre
sefales de activaciéon y de inhibicién, que podrian determinar, en ultima
instancia, la eliminacién de las células tumorales o el escape de las mismas a
la accién del sistema inmunitario. Ademas, los receptores KIR y NKG2D y sus
ligandos HLA-1 y MICA, respectivamente, presentan un alto grado de
polimorfismo en la poblacion, lo que les confiere una potencial utilidad como
biomarcadores de susceptibilidad y/o prondstico en distintas patologias.

Por todo ello, en el presente trabajo nos hemos planteado investigar el
polimorfismo de los receptores KIR y NKG2D, y de sus ligandos HLA-l y MICA
en pacientes con melanoma, asi como estudiar la expresion de dichos
receptores en las células NK y los linfocitos T CD8" con el objetivo de
determinar su posible influencia en la susceptibilidad y/o prondstico del

melanoma cutaneo.
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OBJETIVOS

1. Estudiar el polimorfismo génico de los receptores KIR y de los ligandos

HLA de clase | en pacientes con melanoma y en una poblacion control.

2. Analizar los subtipos de células NK y linfocitos T CD8" que expresan

receptores KIR en pacientes con melanoma y en una poblacion control.

3. Estudiar el polimorfismo génico del receptor NKG2D y las variantes
alélicas que codifican la molécula MICA en pacientes con melanoma y

en una poblacién control.
4. Analizar la expresion del receptor NKG2D en las células NK y los
linfocitos T CD8" de pacientes con melanoma y de una poblacién

control.

5. Estudiar los niveles de proteina MICA soluble en muestras de plasma de

pacientes con melanoma al diagnéstico y de una poblacién control.

79



PACIENTES Y METODOS



Pacientes y métodos

1. DISENO DEL ESTUDIO

En el presente trabajo se han estudiado, en un grupo de pacientes
diagnosticados de melanoma cutaneo, diversos parametros inmunolégicos que
podrian estar condicionando la susceptibilidad y/o proteccion frente a la
enfermedad, asi como su correlacién con la evolucion de la misma.

El estudio recogido en este trabajo ha sido aprobado por el Comité de
Etica de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Arrixaca (HCUVA), y todos los pacientes y controles incluidos en el
estudio lo hicieron bajo consentimiento informado, en un modelo igualmente
aprobado por el CEIC-HCUVA.

2. DIAGNOSTICO DEL MELANOMA

El diagndstico de melanoma se realizé mediante la inspeccion clinica, asi
como una dermatoscopia y una biopsia de la lesion cutanea con el consiguiente

estudio anatomopatoldgico.

2.1. Inspeccion clinica

La inspeccion clinica se realizé atendiendo a una serie de signos que
ayudan a identificar lesiones pigmentadas clinicamente sospechosas de
melanoma o que tienen la posibilidad de evolucionar a un melanoma,
empleando el sistema ABCDE (tabla 1) propuesto en los afos 70 por el
National Health Institute de USA:

- (A) Asimetria: es un hecho bien contrastado que las lesiones pigmentadas

benignas son simétricas.

- (B) Bordes irregulares: las lesiones benignas terminan en un borde neto,

mientras que los melanomas suelen tener bordes mal definidos.

- (C) Coloracion diversa: la diversidad de colores es una caracteristica propia y

constante de los melanomas (zonas policromas).
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- (D) Diametro superior a 6 mm: estadisticamente, un tamafio superior a 6 mm
se relacion6 en un primer momento con mayor tendencia a la malignidad. No
obstante, este parametro parece que tiende a reducirse hasta los 5 mm e

incluso 4 mm.

- (E) Evolucion: Cambios en el tamafo, forma, color o aspecto durante el

tiempo transcurrido desde su aparicién o deteccion.

2.2. Dermatoscopia

Esta técnica ha alcanzado hoy en dia un puesto muy relevante en la
exploracion y diagndstico de este tumor y consiste en un procedimiento de
exploracion no invasivo que realiza un examen microscopico in vivo de la
epidermis y dermis. Gracias a la aplicacién de una fuente de luz potente y un
liquido viscoso translucido, que hace transparente la capa coérnea, puede
visualizarse directamente el patron morfolégico de los melanocitos atipicos y su

proliferacion.

2.3. Biopsia de la lesiéon cutanea

El diagndstico de certeza del melanoma requiere la extirpacion de la
lesidbn sospechosa para ser estudiada al microscopio por un médico
anatomopatdlogo. La biopsia excisional es la mas aconsejable, extirpando el
tumor con los margenes de seguridad adecuados. Solo excepcionalmente, y si
no es posible resecar toda la lesion, se optara por una biopsia parcial (biopsia

incisional).

3. PACIENTES Y CONTROLES

En este trabajo se ha estudiado una serie de 233 pacientes caucasicos
con diagndstico histoldgico de melanoma cutaneo maligno, en estadio clinico y
con caracteristicas clinicas diferentes en el momento del diagndstico, que
fueron reclutados por el Servicio de Dermatologia del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca entre los afios 1996 y 2013. En paralelo se
estudid un grupo de 200 individuos sanos compatibles en edad y sexo

procedentes de la misma area geografica.
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3.1. Criterios de seleccion de pacientes

Los pacientes se seleccionaron siguiendo los siguientes criterios de

inclusiéon y exclusion:

Criterios de inclusion:
— Melanoma cutaneo primario presente en el momento de la primera visita o
extirpado durante los tres meses previos.

- Consentimiento informado del paciente.

Criterios de exclusion:

- Presencia o antecedente de otros tumores malignos.

- Inmunodeficiencia o tratamiento inmunosupresor.

- Enfermedad autoinmune.

- Enfermedad inflamatoria o infecciosa de caracter cronico.

En la visita inicial, o tras confirmar el diagndstico, se realiz6 anamnesis a
todos los pacientes y se solicit6 un estudio de extensiéon consistente en
exploracion fisica completa, hemograma, velocidad de sedimentacion globular,
bioquimica general, urinoanalisis, radiografia simple de térax, ecografia

abdominal y estudio de sangre oculta en heces.

3.2. Variables demograficas, clinicas e histopatolégicas
La clasificacion y segregacion de los pacientes se hizo considerando una

serie de variables clinicas e histopatoldgicas que se describen a continuacioén:

3.2.1. Variables demograficas y clinicas
- Variables demograficas: edad, sexo y procedencia geografica.
- Extension de la enfermedad. Por operatividad, se consideraron dos grupos

en funcién de la presencia o no de metastasis linfaticas en ganglio centinela:

* Presencia de Metastasis en GC.

» Ausencia de Metastasis en GC.
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3.2.2. Variables histolégicas
- indice de Breslow: para describir el espesor o indice de Breslow se utilizo la
clasificacion propuesta por la AJCC en el afio 2010 (Edge et al. 2010).
*<1,00 mm.
*1,01-2.00 mm.
*2,01-4.00 mm.
*>4,00 mm.
Por operatividad, se consideraron dos grupos en funcion del grosor
tumoral:
* Menor o iguala 1 mm (£ 1 mm).

* Mayor de 1 mm (> 1 mm).

- Tipo histoloégico:
* Melanoma “in situ” (MIS).
* Melanoma de extensién superficial (MES).
* Melanoma nodular (MN).
* Melanoma lentiginoso acral (MLA).
* Léntigo maligno melanoma (LMM).
* Melanoma desmoplasico (MD).
* Melanoma espitzoide (ME).
Los estudios de susceptibilidad frente al melanoma se realizaron

analizando las dos variantes mas frecuentes (MES y MN).

- Ulceracion de la superficie tumoral:
* Si.
* No.
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4. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de sangre de pacientes y controles se obtuvieron por
puncion venosa y fueron recogidas en tubos vacutainer anticoagulados
(Beckton Dickinson, Mountain View CA, USA), para la posterior extraccién de
ADN gendmico.

También se obtuvo un tubo de heparina sddica para la separacién de
plasma. Las muestras de plasma fueron guardadas a -80°C hasta el momento
de su utilizacion. Con el resto de la muestra de sangre se realiz6 una
centrifugacion en gradiente de ficoll para separar las células mononucleadas,
que posteriormente fueron almacenadas en nitrégeno liquido hasta el momento

de su utilizaciéon para realizar los ensayos de citometria de flujo.

4.1. Biopsia selectiva del ganglio centinela

En la mayoria de los tumores sélidos, como los melanomas, las
metastasis ganglionares no se reproducen al azar en cualquier ganglio de la
cadena linfatica, sino que ocurren de forma ordenada y secuencial y, cuando se
producen, la primera metastasis se localiza en el primer ganglio (ganglio
centinela), localizado entre el tumor primario y el &rea ganglionar
correspondiente.

Para poder identificar el “ganglio centinela”, en primer lugar se debera
localizar anatémicamente el lugar donde se encuentran los ganglios regionales
correspondientes a la zona de piel donde se localiza el tumor. Para ello, se
utiliza un procedimiento denominado “mapeo linfatico con radioisétopos o
linfografia radioisotopica” (figura 25) que consiste en inyectar en la piel un
coloide marcado con Tecnecio 99 [Tc99] alrededor de la cicatriz que dejé el
tratamiento quirdrgico de la lesién tumoral. Tras incorporarse a la circulaciéon
linfatica, el coloide-Tc99 circula y llega al primer grupo de ganglios (estacién
linfatica regional) sefialando su lugar anatdémico mediante la radiacion que sera
captada por un equipo especialmente disefado para un rastreo corporal

completo (cAmara gamma).
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El ganglio centinela sera el que tenga mayor radioactividad. Esta
radioactividad se mide con un contador manual de radiacion. Una vez
identificado, el ganglio centinela sera extirpado y enviado a un patélogo
experimentado para su examen cuidadoso, a través de multiples cortes vy
tincion con hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica para detectar si existen

células de melanoma en el ganglio (metastasis) aun en cantidades muy

pequenas.
Ganglios centinelas "
Ganglio linfatico .« Ganglios axtirgados /
. centinelas /
Sustancia ! :
radiactiva

o tinte

Figura 25. Biopsia del ganglio centinela. Una sustancia radiactiva o un tinte azul se
inyecta cerca del tumor (imagen izquierda). El material inyectado se localiza
visualmente o con un dispositivo que detecta radiactividad (imagen del centro). Los
ganglios centinelas (los primeros ganglios que absorben el material) se extraen vy
estudian para verificar la presencia de células cancerosas (imagen derecha). La biopsia
del ganglio linfatico centinela se puede hacer antes o después de extirpar el tumor.

Winslow T, 2008. National Cancer Institute.
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4.2. Extraccion y amplificacion de ADN.

Para la extraccion de ADN se utilizé el kit QlAamp DNA Blood Midi
(QIAGEN, Hilden, Alemania). EI ADN extraido se deposité en tubos Eppendorf
de 1,5ml (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) que se guardaron a -80°C
hasta el momento de su utilizacion.

El ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria y amplificado
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
Polymerase Chain Reaction). Para realizar la amplificacion, se utilizaron los
termocicladores ABI2720 y GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). La calidad del producto de PCR fue comprobada mediante

electroforesis en gel de agarosa.

5. TIPAJE DE LOS GENES KIR

El tipaje de los genes KIR se realizé por el método de PCR-SSP descrito
por Vilches et al. (2007), a partir de ADN gendémico de los pacientes y controles
incluidos en el estudio. Alternativamente, se utiliz6 el método de PCR-SSO
(Luminex technology, Tepnel Lifecodes, CMDCAS, Canadd). Mediante estos
métodos se detectd un total de 16 genes que codifican para siete receptores
KIR inhibidores (2DL1-L3/2DL5 y 3DL1-L3), seis receptores KIR activadores
(2DS1-S5 y 3DS1), un receptor KIR activador con potencial inhibidor (KIR2L4),
y dos pseudogenes (KIR2DP1 y KIR3DP1).

5.1. Tipaje de los genes KIR por PCR-SSP

Consiste en la amplificacion de ADN con cebadores de secuencia
especifica, por lo que se usa para cada gen KIR un conjunto de cebadores
cuyas secuencias discriminan los diferentes genes presentes en la muestra a
estudio, de tal forma que solo se produce la reacciéon de amplificacion cuando
el ADN contiene el gen que corresponde al grupo de cebadores de la reaccion
(figura 26).
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Extraccion del ADMN

Amplificacion con cebadores (primers)
especificos de secuencia (S5P)

Emparejado No emparejado
- == = t_ﬁ""'"“l 5 1 7 1 T T
interno
— Am |'I| i i.ii.‘a do
— especifico

Figura 26. Esquema del tipaje de los genes KIR mediante PCR-SSP. El tipaje de los
genes KIR por PCR-SSP se realiza mediante el uso de cebadores especificos de secuencia
para cada gen KIR, de tal manera que cuando estos cebadores se emparejan con la
secuencia complementaria especifica en el ADN de la muestra se producira la amplificacion
del fragmento especifico de ADN, mientras que cuando los cebadores no emparejan, no se

producira amplificacion.

La amplificacion de los distintos genes KIR se realizé empleando distintos
cebadores para cada uno de los genes a amplificar cuyo nombre, secuencia y

concentracion se puede observar en la tabla 8.
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Tabla 8. Cebadores o primers empleados para el genotipado KIR mediante PCR-SSP.

Cebador Cebador anti-sentido
Gen Nombre Secuencia (5-3") HM Nombre Secuencia (5°-3’) UM Pb
1 KIR2DL1 Fa517 gttggtcagatgtcatgtttgaa 0.5 Rc621 cctgccaggtettgeg 0.5 142
2 KIR2DL2  Fcon750 aaaccttctctctcagecca 2.5 Rt854 gccectgcagagaacctaca 2.5 142
3 KIR2DL 3 Fcon1254 agaccctcaggaggtga 2.5 Rt1375 caggagacaactttggatca 2.5 156
4 KIR3DL1  Ft624 ccatyggtcccatgatgct 2.5 Rt697 ccacgatgtccagggga 2.5 108
Ftt624 tccatcggtcccatgatgtt 2.5 109
5 KIR3DL2 Fg864 catgaacgtaggctccg 0.5 Rc962 gaccacacgcagggcag 0.2 131
KIR2DS1  Fg621 tctccatcagtcgeatgag 2.5 Rcon682 ggtcactgggagctgac 2.5 96
Fg621b tctccatcagtcgeatgaa 2.5 96
7 KIR2DS2  Fa546 tgcacagagaggggaagta 2.5 Rcon621 ccctgcaaggtcttgea 2.5 110
8 KIR2DS3  Ft803 cttgtcctgcagcetect 1.25 Ra925 gcatctgtaggttcctect 1.25 158
9 KIR2DS4 Fat781 ggttcaggcaggagagaat 2.5 Rca877 ctggaatgttccgtgatg 2.5 133/111
10 KIR2DS5  Fc551 agagaggggacgtttaacc 2.5 Rcon662 ctgatagggggagtgagt 2.5 147
1 KIR3DS1 Fg624 catcggttccatgatgcg 25 Rt697 ccacgatgtccagggga 2.5 107
Fg624b catcagttccatgatgcg 2.5 107
12 KIR2DP1  Fc567 cgacactttgcacctcac 0.625 | Rdel674 gggagctgacaactgatg 0.625 141
13 KIR3DL3 Fg510 aatgttggtcagatgtcag 2.5 Rta669b gcygacaactcatagggta 2.5 196
KIR3DX1 Fma920 tttctgtgggcecgtgcaa 2.5 Rdel967b  gtcactgggggcttatag 2.5 88
14 KIR2DL4  Ftgc157b tcaggacaagcccttctgc 2.5 Rga250b ggacagggaccccatctttc 2.5 131
15 KIR2DL5 Fag843 atctatccagggaggggag 1.25 Rc953 catagggtgagtcatggag 1.25 147
16 KIR3DP1  Fi2-89 gtgtggtaggagccttag 1.25 Rg287 gaaaacggtgtttcggaatac 1.25 279
Fa-97b gtacgtcaccctcccatgatgta 1.25 398

Para la amplificacién de los distintos genes KIR se empleo una mezcla

Biomix Red 2x (Bioline; BIO-25006) que contiene la mezcla de reactivos que se

detalla en la tabla 9.

Tabla 9. Reactivos de la mezcla Biomix Red.

Biotaq DNA polimerasa 1U/ml

dNTPs 2mM
(NH4)2S04 32mM

Tris HCL (PH 8.8 at 25°C)

Tween 20 0.02%
MgCl, 4mM

Estabilizador

Colorante de carga
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Los volumenes de los reactivos utilizados por cada muestra de ADN en
las reacciones de PCR para la amplificacién de los 16 genes KIR ensayados se

detallan en la tabla 10.

Tabla 10. Volimen de los reactivos utilizados para la amplificacion de los

distintos genes KIR por cada muestra de ADN.

Reacciones 1,2,3,5,7,8,9,10,12,14,15 4,6,11,16 13
Biomix Red 2x 5ul 5ul 5ul
Cebadores F 0.5ul F1 0.5ul F1 0.5ul
R 0.5ul F2 0.5ul F2 0.5l
R 0.5l R1 0.5ul
R2 0.5ul
Controles Control F 0.5yl Control F 0.5ul  Control F 0.5pl
Control R 0.5l Control R 0.5yl Control R 0.5l
DNA 1l 1ul 1l
H,O 2ul 1.5l 1l
Vol. Total 10ul 10pl 10pl

F, Forward; R, Reverse.

Las condiciones de PCR empleadas para la amplificacion de los genes
KIR por PCR-SSP se resumen en la tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de PCR empleadas en el proceso de amplificacion por
PCR-SSP.

T(°C) Tiempo N° Ciclos
95°C 2 min (1)
94°C 10 sec

65°C 40 sec (10)
94°C 20 sec

61°C 20 sec (20)
72°C 30 sec

4°C 0
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Una vez realizada la reacciéon de amplificacion, se realizo la electroforesis
de los productos de amplificacion obtenidos en geles de agarosa al 2.5%-3% vy

el gel se revelé con bromuro de etidio.

5.2. Tipaje de los genes KIR por PCR-SSO

Como método alternativo de tipaje de los genes KIR se empled el método
de PCR-SSO reversa utilizando el KIT LIFECODES KIR SSO Typing Kit
(Luminex technology, Tepnel Lifecodes, CMDCAS, Canada), de acuerdo con
las especificaciones del fabricante, utilizando la mezcla de amplificacion que se

detalla en la tabla 12.

Tabla 12. Mezcla de amplificacion empleada en el tipaje KIR mediante PCR-SSO

Componente Volumen por muestra
(1)

Lifecodes master mix (MX-K1, MX-K2) 6

Taq polimerasa 0.2

H.O libre de nucleasas Completar hasta 20

Las condiciones de amplificacidon empleadas para el tipaje de los genes
KIR por PCR-SSO se describen en la tabla 13.

Tabla 13. Condiciones de amplificacion de los genes KIR mediante PCR-SSO.

T(°C) Tiempo N° Ciclos

95°C 2 min (1)

94°C 30 sec

59°C 90 sec (40)

72°C 30 sec

72°C 15 min (1)
4°C 0

91



Pacientes y métodos

Posteriormente, se hibriddé 5 pl de ADN amplificado de cada muestra con
15 pl de la mezcla de sondas y se preparé una mezcla de solucion con
estreptavidina conjugada con R-ficoeritrina (SA-PE) Conforme a las
especificaciones del KIT.

Por ultimo, se afadié 100 ul de la mezcla de SA-PE por muestra en las
condiciones que especifica el kit y se adquirieron las muestras en un equipo
Luminex® XMAP™. Los resultados fueron analizados con el software Quicktype
y Match it! DNA V1.1 ambos de LIFECODESF.

6. GENOTIPAJE DE LAS MOLECULAS HLA

El tipaje de las moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C se realiz6 empleando
métodos de PCR-SSO y PCR-SSP, como se describe a continuacion.

6.1. Genotipaje de HLA-A y HLA-B por PCR-SSO

El tipage de los genes HLA-A y HLA-B se realiz6 por el método de PCR-
SSO reversa utilizando los kits LABType® SSO Class | Ay Class | B Locus
Typing Tests (One lambda, Inc. 21001 Kittridge street, Canoga park, CA),
respectivamente. Las reacciones de amplificacion se realizaron preparando la

mezcla de amplificacidon que se detalla en la tabla 14.

Tabla 14. Mezcla de amplificacion empleada en el tipaje HLA-A y HLA-B mediante
PCR-SSO.

N° de D-mix Cebadores de Taq Polimerasa
reacciones (1) amplificacion (ul) (M)
1 13.8 4 0.2
10 138 40 2
50 690 200 10
96 1491 432 22

Las condiciones de amplificacion empleadas para el tipaje de los genes
HLA-A y HLA-B por PCR-SSO se muestran en la tabla 15.

92



Pacientes y métodos

Tabla 15. Condiciones de amplificacion para el tipaje HLA-A y HLA-B mediante
PCR-SSO

T (°C) Tiempo N° Ciclos
96°C 3 min (1)
96°C 20 sec

60°C 20 sec (5)
72°C 20 sec

96°C 10 sec

60°C 15 sec (30)
72°C 20 sec

72°C 10 min (1)

4°C =9

Posteriormente, se realizaron los procesos de desnaturalizacion e
hibridacion conforme a las especificaciones del Kit.

A continuacion, se prepard una mezcla de solucién de estreptavidina
conjugada con R-ficoeritrina (SA-PE) 1X, en funcién del numero de muestras a
testar.

Por ultimo, se afiadio la solucién de SA-PE 1X a cada pocillo y se coloco
la placa en un termociclador precalentado a 60 °C durante 5 minutos, se realizo
un lavado y se procedid a su lectura en el equipo LABScan™100. Los
resultados fueron analizados con el software HLA-Fusion™ versiones 2.0 y 3.0
de One Lambda.

6.2. Genotipaje de HLA-C por PCR-SSO reversa

Para realizar el tipaje de alelos HLA-C se emple6 un método de PCR-
SSO reversa, utilizando el kit HLA-C Dynal RELI-SSO (Invitrogen, Carlsbad,

California, EE.UU.). Este método se basa en tres procesos:

1) Amplificacion mediante PCR de una region del ADN especifica del
locus, en nuestro caso HLA-C mediante cebadores marcados con

biotina.
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2) Hibridacion del segmento amplificado con sondas de oligonucleotidos

de secuencia especifica inmovilizadas en una membrana de nylon.

3) Deteccion del producto amplificado unido a la sonda mediante un

método colorimétrico como se muestra en la figura 27.

> Extraccion del ADN
S el
_‘j

Adicion de cebadores marcados con biotina

1 1

BREBRRLELE
— B B B

Amplificacion de ADN

, SA-HRP

Hibridacién DNA-sonda
Adicion de la SA-HRP y
reaccion colorimétrica

Membrana de nylon

BEN NI 1T T IT 1T

Figura 27. Esquema de tipaje de HLA-C mediante PCR-SSO reversa. El tipaje del

locus HLA-C por PCR-SSO reversa se basa en la amplificacion del ADN con
cebadores especificos para el locus HLA-C marcados con biotina. Posteriormente se
hibrida el ADN amplificado con sondas de secuencia especifica para un determinado
alelo HLA-C inmovilizadas en una membrana de nylon y se procede al revelado
mediante la adiciéon de HRP conjugada con streptavidina (SA-HRP). Las bandas en las
que se produce una reaccion colorimétrica corresponden a secuencias de alelos que

se encuentran en el ADN de la muestra.

El proceso de amplificacion se realizé preparando la mezcla de

amplificacion que se detalla en la tabla 16.
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Tabla 16. Volumen de los reactivos ultilizados para la amplificacion de los alelos

del locus HLA-C por cada muestra de ADN.

Componentes de la PCR-SSP Volumen por muestra (ul)
Solucién 6,0 mM MgCl, 15
Mezcla principal 30
ADN 15

Las condiciones de amplificacion se detallan en la tabla 17.

Tabla 17. Condiciones de amplificacion de los alelos del locus HLA-C.

T(°C) Tiempo N° Ciclos

95°C 15 sec

60°C 45 sec (35)

72°C 15 sec

72°C 5 min (1)
4°C e

Tras el proceso de amplificacion por PCR, se realiz6 la hibridacion de las
muestras con sondas especificas en un equipo DynalAutoRELI™. Una vez
concluido el proceso de hibridacion, se revelaron las tiras con estreptavidina-
peroxidasa y se realizo la lectura de las mismas mediante un escaner. La

interpretacion de los resultados se realizé con el software Dynal RELI™ SSO.

6.3. Genotipaje de HLA-C por PCR-SSP y PCR-SSO

Como métodos alternativos para el genotipaje del locus HLA-C se empleo
una PCR-SSP, utilizando el kit SSP1C (One Lambda, Inc. 21001 Kittridge
Street, Canoga Park, CA) y una PCR-SSO utilizando el KIT LM-C de
LIFECODES (Luminex technology, Tepnel Lifecodes, CMDCAS, Canada) de
acuerdo con las especificaciones del fabricante.

La mezcla de amplificacion empleada para el tipaje del locus HLA-C por
PCR-SSP se detalla en la tabla 18. Posteriormente, se realizo la electroforesis

de las muestras en un gel al 2,5-3% de agarosa, y los resultados se
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interpretaron con ayuda del programa HLA Fusion v 2.0 y v 3.0 (One Lambda,
Inc 21001 Kittridge Street, Canoga Park, CA 91303-2801, EE. UU.).

Tabla 18. Volimen de los reactivos utilizados para la amplificaciéon de los alelos

del locus HLA-C por cada muestra de ADN.

Componentes de la PCR-SSP Volumen por muestra (ul)
D-MIX 270
ADN 30
Taq-polimerasa 1.5

Las condiciones de amplificacion empleadas para el tipaje de HLA-C por
PCR-SSP de muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Condiciones de amplificacion de los alelos del locus HLA-C por PCR-
SSP.

T(°C) Tiempo N°Ciclos
94°C 120 sec

65°C 60 sec (1)
94°C 10 sec

65°C 60 sec (9)
95°C 10 sec

65°C 60 sec (20)
72°C 30 sec

4°C 0

En el tipaje de los alelos del locus HLA-C mediante PCR-SSO se utilizd

la mezcla de amplificacion que se detalla en la tabla 20.
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Tabla 20. Volimen de los reactivos utilizados para la amplificacion por PCR-SSO

de los alelos del locus HLA-C por cada muestra de ADN.

Componentes de la PCR-SSO Volumen por muestra (ul)
Mezcla maestra LIFECODES 7.5

Taq polimerasa 0.25

H.O libre de nucleasas Completar hasta 25

Las condiciones de amplificacion empleadas para el tipaje de HLA-C

mediante PCR-SSO se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Condiciones de amplificacion de los alelos del locus HLA-C por PCR-
SSO.

T(°C) Tiempo N° Ciclos
95°C 5 mins (1)
95°C 30 sec
60°C 45 sec (8)
72°C 45 sec
95°C 30 sec
63°C 45 sec (32)
72°C 45 sec
72°C 5 min (1)

4°C 0

Posteriormente, se realizd la hibridacion de cada muestra con sondas
especificas tal y como se detalla en las especificaciones del Kit.

Se prepard una solucion de streptavidina conjugada con R-ficoeritrina
(SA-PE), se anadié 100 ul de la mezcla de SA-PE por muestra, y se adquirié
las muestras en un equipo Luminex XMAP™. Los resultados se analizaron con
el software (MATCH IT! DNA v1.2 LIFECODES).
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7. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DE LA REGION NKC
MEDIANTE ENSAYO DE DISCRIMINACION ALELICA

El ensayo de discriminacién alélica es un ensayo multiplex (en el que
cada reaccién incorpora mas de un par de cebadores/sondas), a punto final (la
informacion se recoge al final del proceso de PCR), que detecta variantes de
un unico nucledtido en la secuencia de ADN. La presencia de dos pares de
cebadores y sondas en cada reaccion permite el genotipado de las dos
posibles variantes o polimorfismos de nucleétido simple (SNP) en una
secuencia de ADN diana.

Para cada una de las muestras analizadas se emplea un par de
detectores fluorescentes (ej, dos sondas TagMan® MGB que tienen como
diana un sitio de polimorfismo de nucleétido simple), de este modo, una de las
sondas fluorescentes hibrida especificamente a la secuencia de uno de los
alelos (alelo 1) y la otra sonda al otro alelo (alelo 2).

Este ensayo de discriminacion alélica clasifica las muestras como:
e Muestras homocigotas: tienen el alelo 1 o el alelo 2.
e Muestras heterocigotas: tienen el alelo 1y el alelo 2.
En este ensayo se mide el cambio en la fluorescencia de los dos distintos
fluorocromos (VIC y FAM) asociados con las sondas especificas para cada

variante alélica. En la figura 28 se muestra un ejemplo de hibridacién entre las

secuencias diana y las sondas en ensayos de genotipaje TagMan ®.

98



Pacientes y métodos

1 ' / . | Lagend
i P MY gl |0

Match Mismaich @ A

o Quanchar
Allele

9 )
o) T o)

|| I H_TJUL ]I || L |||||||| I Prbmarase
Maich Mismatch TR

Figura 28. Hibridaciéon de sondas en el ensayo TagMan® de discriminaciéon
alélica. Para cada muestra se emplean dos sondas que tienen como diana la
secuencia donde se localiza el SNP. Cada una de estas dos sondas va conjugada con
un fluorocromo diferente y un quencher, y tiene la secuencia complementaria exacta
para cada uno de los alelos del SNP. Cuando la sonda hibrida con la secuencia
complementaria en el ADN de la muestra, la Taq polimerasa libera el fluorocromo y

éste emite fluorescencia al quedar separado del quencher.
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La interpretacion de los resultados obtenidos mediante el ensayo TagMan
de discriminacién alélica depende de las sefiales de fluorescencia detectadas,

tal y como se muestra en la figura 29.
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Figura 29. Interpretacion de resultados del ensayo TagMan® de discriminacion alélica
para la region NKC. Se representa un diagrama de puntos de un ensayo Tag-Man de
discriminacion alélica. En rojo se observan las muestras homocigotas para el alelo 1 (solo
emite sefial la sonda conjugada con VIC), en verde las muestras heterocigotas portadoras
tanto del alelo 1 como del alelo 2 (emiten sefiales ambas sondas, la conjugada con VIC y la
conjugada con FAM) y en azul las muestras homocigotas para el alelo 2 (solo emite senal la

sonda conjugada con FAM).
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En nuestro caso, el ensayo de discriminacién alélica se realizé con el
objetivo de detectar polimorfismos de nucleétido simple en una regiéon de 270
kb, localizada dentro de una region de aproximadamente 2 Mb denominada
complejo de receptores de células NK o “natural killer complex” (NKC), situada
en el brazo corto del cromosoma 12 (12p13.2p12.3). Para la realizacién de este
ensayo se ha estudiado un total de ocho SNPs, previamente relacionados con
actividad citotéxica (Hayashi et al 2006). De estos 8 SNPs, siete estan
localizados en la regidon génica que codifica para el receptor NKG2D (NKC3,
NKC4, NKC7, NKC9, NKC10, NKC11, NKC12), y uno, NKC17 en la regién
promotora del gen NKG2A (Ver figura 21).

La secuencia de los cebadores sentido y antisentido empleados para

amplificar los ocho SNPs estudiados se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Secuencias diana de los SNP incluidos en el estudio.

Ref.ensayo

NKC (SNNCPBII(; g!f:)r;l;esc:ems Contexto de la secuencia del ensayo (VIC/FAM) Var

3 rs1049174  C_9345347_10 F TGTGGAGGGTGGGGTTGCACTCTCAIC/G] C/IG
R TGATCTGCTGGCCTTCTCTTCCTTC

4 rs2255336  C_22274476_10 F TTTAGGAATACAGCACTCCATATTGIC/T] CIT
R TACCATAATAATGAAACGGATTCCC

7 rs2617160 C_1841959_10 F CTATTTTCCATTCAGCTAGGTATTA[A/T] AT
R GTACTGGGCTACACATACTGACATA

9 rs2246809 C_1842497_10 F ACATAGCTATAAATAAAAACACAGTIAIG] AIG
R TAATCTCCTGTGCATTAATAAATTT

10 rs2617169  Disefio propio F GGAGAAAAGGACATGCCCTCATATIT/A] T/IA
R GTCTCTAAAGGGATGCAAAATGATAATAAAATGT

1 rs2617170 C_1842316_10 F CTGCATTCTTCTATTCAGGGAAAAA[C/T] CIT
R TGTTCTGCTCCAGTACTCCAATACC

12 rs2617171  C_26984346_10 F AGTCATGAAATCAGAATACATCTCTICI/G] C/IG
R TGTGTGTGTATCATATATACATATA

17 rs1983526 C_11919464_10 F CTCTGAGGCACTAAATAGGATACAAIC/G] C/IG
R CCTGCTAGAAGCCCTAGTAAAAGGA

En rojo se observa la localizacién de cada SNP en la secuencia, asi como la variacion
de nucledtido que tiene lugar en cada SNP. Los cebadores para el SNP NKC-10

fueron de disefno propio.
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Posteriormente, se prepard la mezcla de amplificacion segun el numero

de muestras a realizar empleando los volumenes indicados en la tabla 23.

Tabla 23. Volumenes de los reactivos empleados en el ensayo de discriminaciéon

alélica.
Concentracion Final Reactivo Volumen por muestra (ul)
1X PCR master mix PE 2X 12.5
MIX 10X NKCs 25
H.O 5
DNA diluido de
0.0625 ug muestras/controles 10
Total (uls) 25

Por ultimo, se introdujo la placa de reacciéon en el aparato ABI Prism®
7000 sequence detection system y se asignaron los alelos a cada una de las

muestras y controles analizados.

8. SECUENCIACION DE LA REGION NKC

Como método alternativo al ensayo de discriminacion alélica, y para
resolver genotipos dudosos, se empled la secuenciacion por el método de
Sanger de la region NKC que contiene los diferentes SNPs estudiados,
empleando el Kit Big Bye Terminator cycle sequencing (Applied Bio systems,
Foster City, CA, USA).

La amplificacion de las regiones de interés se realizé utilizando el kit
AmpliTaqGold (Applied Biosystems) empleando la mezcla de amplificacion que

se detalla en la tabla 24.

Tabla 24. Mezcla de amplificaciéon para la secuenciacion de la region NKC

Reactivo Volumen por muestra (ul)
Tampdn 10x 2.5
Primer F+R (10 uM) 2
dNTP 0.2
Taq Pol 0.25
Agua 25
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Las condiciones de amplificacidn empleadas en la secuenciacion de la

region NKC se detallan en la tabla 25.

Tabla 25. Condiciones de amplificacion empleadas en la secuenciacion de la

region NKC

T(°C) Tiempo N° Ciclos
95 °C 5 min (1)

95 °C 30 sec

55 °C 40 sec (35)
72 °C 40 sec

72 °C 7 min (1)

4°C 00

Posteriormente se realizo la purificaron los productos de PCR mezclando

5 ul del producto de PCR con 2 pl de Exo-SAP-IT® por reaccién. La purificacién

se realizd con las condiciones de temperatura y tiempo que se muestran en la

tabla 26.

Tabla 26. Condiciones empleadas para la purificacion de los productos de

amplificacién

T(°C) Tiempo N° Ciclos
37°C 15 min (1)
80°C 15 min (1)
4°C =2
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A continuacion, se procedié a la secuenciacién de los productos de PCR
purificados utilizando el kit Big Dye Terminator cycle sequencing 3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La mezcla de amplificacién empleada para

la secuenciacion se detalla en la tabla 27.

Tabla 27. Mezcla de amplificacion empleada en la secuenciacion de la region
NKC.

Reactivo Volumen por muestra (pl)
Big Dye Terminator 1
cebador 1
Agua 2

Las condiciones de amplificacion empleadas para la reaccion de

secuenciacion se detallan en la tabla 28.

Tabla 28. Condiciones de amplificacion empleadas en la reacciéon de

secuenciacion.

T(°C) Tiempo N° Ciclos
96°C 1 min (1)
96°C 10 sec (40)
60°C 2 min

4°C 0

Posteriormente, se purificaron los productos de secuenciacion mediante el
empleo de columnas (Performa® DTR Gel Filtration Cartridges, EdgeBio).

Por ultimo, se realizd la electroforesis de los productos de secuenciacion
purificados en el secuenciador genético ABI 3500 (Applied Biosystems), y las
secuencias se analizaron con el programa Sequencing Analysis Software v5.4,

Applied Biosystems.
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9. TIPAJE DEL GEN MICA

El tipaje del gen MICA se realizé por el método de PCR-SSO reversa
utilizando el kit LABType® MICA Locus Typing Test (One lambda, Inc. 21001
Kittridge street, Canoga park, CA). Las reacciones de amplificacion se

realizaron preparando la mezcla de amplificacion que se detalla en la tabla 29.

Tabla 29. Mezcla de amplificacién empleada para el tipaje del gen MICA por PCR-

SSO.

N° de D-mix Cebador de Taq Polimerasa
reacciones (p) amplificacion (pl) (m)
1 13.8 4 0.2
10 138 40 2
50 690 200 10
96 1491 432 22

Las condiciones de amplificacion empleadas para el tipaje del gen MICA
por PCR-SSO se detallan en la tabla 30.

Tabla 30. Condiciones de amplificacion empleadas en el tipaje del gen MICA por

PCR-SSO.

T(°C) Tiempo N° Ciclos
96°C 3 min (1 ciclo)
96°C 20 sec

60°C 20 sec (5 ciclos)
72°C 20 sec

96°C 10 sec

60°C 15 sec (30 ciclos)
72°C 20 sec

72°C 10 min (1 ciclo)
4°C 0
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Posteriormente, se realizaron los procesos de desnaturalizacion e
hibridacion conforme a las especificaciones del Kit.

A continuacién, se prepard una mezcla de solucién de streptavidina
conjugada con R-ficoeritrina (SA-PE) 1X, en funcién del niumero de muestras a
testar.

Por ultimo, se afadio la solucién de SAPE 1X a cada pocillo, se colocé la
placa en un termociclador precalentado a 60 °C durante 5 minutos, se realizé
un lavado, y se procedi® a su lectura en el aparato LABScan™ 100.
Posteriormente, los resultados fueron analizados con el software HLA-Fusion™

versiones 2.0 y 3.0 de One Lambda.

10. CITOMETRIA DE FLUJO

10.1. Determinacién de las poblaciones celulares que expresan
receptores KIR en sangre periférica de pacientes con

melanoma por citometria de flujo

Con el objetivo de estudiar las poblaciones de linfocitos T CD8+ y células
NK CD56+ que expresan receptores KIR en sangre periférica de pacientes con
melanoma y controles sanos, se utilizé la serie de anticuerpos monoclonales
especificos conjugados que se mencionan a continuacion: Anti-CD3 Amcyan
(clon SK7), anti-CD56 PE-Cy7 (clon NCAM16.2) de Becton Dickinson (San
Jose, CA), anti-CD16 Pacific blue (clon 3G8) y anti-CD8 APC-Cy7 (clon SK1)
de BD Pharmingen (San Diego, CA), anti-KIR3DL1 APC/Alexa 647 (clon DX9),
CD158a/h PE (Clon EB6), reconoce los receptores KIR2DL1/S1, de Milteny
biotec S.L. (Bergisch Gladbach, Germany), anti CD158b1/b2/j PE-Cy5/PerCP
(clon gl183), reconoce los receptores KIR2DL2/L3/S2, de Beckman coulter
(Brea, California), anti-CD158a FITC (Clon 143211), reconoce el receptor
KIR2DL1, de R & D Systems (Minneapolis, Minnesota) (Tabla 31). El estudio de
citometria de flujo se realizd a partir de células mononucleadas descongeladas
obtenidas a partir de la sangre periférica de un total de 35 pacientes

diagnosticados de melanoma y 24 individuos sanos. Para ello, se marcé 50 pl
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de células mononucleadas con los anticuerpos monoclonales y volumenes que
se especifican en la tabla 31, y la adquisicion se realizd empleando un
citometro FACS CANTO II.

Tabla 31. Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio de citometria de

flujo de los linfocitos T CD8+ y las células NK que expresan receptores KIR.

Molécula
reconocida Fluorocromo Clon Vol (ul)
CD158a FITC 143211 5
CD158a/h PE EB6 5
CD158b1/b2/] PE-Cy5/PerCP gl183 1
CD56 PE-Cy7 NCAM16.2 5
KIR3DL1 APC/Alexa 647 DX9 5
CD8 APC-Cy7 SK1 3
CD16 PB 3G8 1
CD3 AmCyan SK7 25

El analisis se realiz6 sobre la poblacion de linfocitos que fue
seleccionada en un diagrama de tamafo (FSC) versus granularidad (SSC)
(figura 30A). Los linfocitos T se seleccionaron por la expresion de CD3, y las
células NK por la expresion de CD56 en ausencia de expresion de CD3 (figura
30B).

Posteriormente, dentro de las células NK se selecciono la poblacion de
células NK CD56%™, con una expresion intermedia de CD56 y una expresion
positiva para CD16 (CD56+CD16+), y la poblacién de células NK CD56°™9™,
con una expresion alta de CD56 y baja o negativa de CD16
(CD56++CD16-/+bajo) (figura 30C). Por ultimo, se selecciond la poblacion de
linfocitos T citotdéxicos en base a la expresion positiva de CD8 dentro de la
poblacién de linfocitos T CD3+ (figura 30D).
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Figura 30. Andlisis por citometria de flujo de linfocitos T CD8+ y células NK en
sangre periférica de pacientes con melanoma y controles. Se muestran las tres
poblaciones de células de sangre periférica en las que se ha estudiado la expresién de
los receptores KIR. (A) gate de linfocitos, en verde; (B) gates de células NK, en azul, y
linfocitos T CD3+, en rojo; (C) gates de células NK CD56"™™ o CD56++; en rosa, y
células NK CD56°™ o CD56+; en naranja; (D) gate de linfocitos T CD3+CD8+; en

violeta.

Posteriormente, se analiz6 la expresion de CD158a/h y CD158b/j en las
poblaciones de linfocitos T CD8+, células NK CD56+ y CD56++ (figuras 31A,
31B y 31C). También se analizaron las distintas subpoblaciones de células NK
que expresan CD158a/h, en funcion de la expresion de KIR2DL1 y/o KIR2DS1
(KIR2DL1+/2DS1+, KIR2DL1+/2DS1-, KIR2DL1-/2DS1+) (figura 31D). Este
analisis se llevd a cabo en base a la combinacion de los anticuerpos
monoclonales anti-CD158a (clon 143211) y anti-CD158a/h (clon EBG6) (figura
31D).
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Figura 31. Andlisis por citometria de flujo de poblaciones celulares que expresan
CD158a/h y CD158b/j en pacientes con melanoma y controles. Se representa el analisis
de las poblaciones de: (A) linfocitos T CD8; (B) células NK CD56%™; (C) células NKCD56"""
que expresan CD158a/h y CD158b/j; (D) analisis de las subpoblaciones de células NK
CD56°™ KIR2DL1+/2DS1-, KIR2DL1+/2DS1+ y KIR2DL1-/2DS1+, separadas mediante el
marcaje con los anticuerpos CD158a/h (clon EB6) y CD158a (clon 143211).
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10.2. Determinacion de las poblaciones celulares que expresan
NKG2D en sangre periférica de pacientes con melanoma por

citometria de flujo

Con el objetivo de estudiar las poblaciones de linfocitos T CD8+ y células
NK CD56+ que expresan el receptor NKG2D en sangre periférica de pacientes
con melanoma y controles sanos, se utilizé una serie de anticuerpos
monoclonales conjugados especificos que se detallan a continuacién: Anti-CD3
Amcyan (clon SK7), anti-CD56 PE-Cy7 (clon NCAM16.2) de Becton Dickinson
(San Jose, CA), CD16 Pacific blue (clon 3G8) y anti-CD8 APC-Cy7 (clon SK1)
de BD Pharmingen (San Diego, CA) y anti-NKG2D APC (clon 1D11) de
Biolegend (tabla 32).

Tabla 32. Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio de citometria de

flujo de linfocitos TCD8+ y células NK que expresan NKG2D.

Molécula
reconocida Fluorocromo Clon Volumen (pl)
CD56 PE-Cy7 NCAM16.2 5
NKG2D APC/Alexa 647 1D11 7.5
CD8 APC-Cy7 SK1 1
CD16 PB 3G8 1.5
CD3 AmCyan SK7 2.5

El estudio de citometria de flujo se

realiz6 a partir de células

mononucleadas de sangre periférica de 48 pacientes diagnosticados de
melanoma y 37 individuos sanos. Para ello, se marcé 50 ul de células
mononucleadas con los anticuerpos monoclonales y volumenes que se
especifican en la tabla 32, y la adquisicion se realiz6 empleando un citbmetro
FACS CANTO II.

El analisis se realizdé sobre la poblacion de linfocitos que fue seleccionada
en un diagrama de tamafo (FSC) versus granularidad (SSC). Las poblaciones
de linfocitos T CD8+, células NK CD56+ y NK CD56++ fueron seleccionadas

como se describe en la figura 30.

110



Pacientes y métodos

El analisis de los linfocitos TCD8+, células NK CD56+ y NK CD56++ que
expresan NKG2D se realizd sobre la poblacion de linfocitos (figura 32A). La
intensidad media de fluorescencia (IMF) de NKG2D se determiné midiendo la
media geométrica de la fluorescencia para APC (fluorocromo con el que va
conjugado el anticuerpo anti-NKG2D), en las poblaciones de linfocitos TCD8+,
células NK CD56+ y NK CD56++ (figura 32B).
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Figura 32. Andlisis por citometria de flujo del porcentaje e intensidad media de
fluorescencia (IMF) de linfocitos TCD8+ y células NK que expresan NKG2D en
pacientes con melanoma y controles. (A) porcentajes de linfocitos T CD8+ (violeta),
células NK CD56+ (Naranja) y células NK CD56++ (Rosa) que expresan NKG2D; (B)
intensidad media de fluorescencia de NKG2D en linfocitos T CD8+ (pico violeta),

células NK CD56+ (pico naranja) y células NK CD56++ (pico rosa).
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11. DETERMINACION DE MICA SOLUBLE MEDIANTE ELISA

La determinacion de MICA soluble se realizd6 mediante un
enzimoinmunoensayo tipo ELISA (HUMAN MICA ELISA KIT de AbFRONTIER),
segun las especificaciones del KIT. Se analizaron muestras de plasma
obtenidas a partir de 30 pacientes diagnosticados de melanoma cutaneo y de

un grupo control constituido por 26 individuos sanos.

12. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos del estudio se recogieron en una base de datos Microsoft
Access 2.0 (Microsoft Corporation, Seattle, WA). El analisis estadistico se
realizo utilizando el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago IL).

Para detectar diferencias respecto a la edad y sexo se realiz6é un test t-
Student desapareado de dos colas y un test y? respectivamente. Las
frecuencias alélicas, génicas y genotipicas fueron estimadas por contaje directo
y comparadas utilizando el test exacto de Fisher bilateral. Las asociaciones de
los alelos o genes KIR con las variables histopatologicas y clinicas se
estimaron mediante el test de chi-cuadrado y el test exacto de Fisher bilateral,
y la fuerza de las asociaciones mediante la determinacion de la odds ratio
(OD). Los datos también fueron analizados mediante un modelo de regresion
logistica multivariable. El valor de “Pc” se obtuvo multiplicando el valor de “p”
por el numero de alelos testados para cada locus (correccion de Bonferroni)
(Svejgaard and Ryder 1994). El analisis de desequilibrio de ligamiento y la
definicion de los bloques de haplotipos de la region génica NKC se realizd
empleando el método de Gabriel mediante el programa Haploview 4.0. Las
comparaciones entre las distintas poblaciones celulares fueron realizadas
utilizando el test ANOVA de una via y el test de Kruskal-Wallis. Los valores de
“‘p” menores de 0.05 fueron considerados como significativos. Las
concentraciones medias de MICA soluble en plasma fueron comparadas
mediante los test t-Student y Mann-Whitney. El estudio de supervivencia se
realizd mediante un analisis de kaplan-meier y los valores de p fueron

determinados mediante el test de Log-rank.
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Resultados

1. ESTUDIO GENETICO: SERIE ESTUDIADA Y
CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS AL
DIAGNOSTICO.

El estudio genético se realizd sobre un total de 233 pacientes (112
varones y 121 mujeres) con diagndstico histologico de melanoma maligno
cutaneo y 200 controles (92 varones y 108 mujeres) compatibles en edad y
sexo y procedentes de la misma area geografica. El polimorfismo de los genes
KIR y HLA-I se estudioé en 232 de los 233 pacientes reclutados (tabla 33)

La clasificacion de los pacientes, segun el tipo histoloégico de melanoma,
fue la siguiente: 162 (69%) fueron diagnosticados de melanoma de extensién
superficial (MES), 29 (12%) de melanoma nodular (MN), 16 (7%) de melanoma
lentigo maligno (MLM), 13 (6%) de melanoma lentiginoso acral (MLA), 11 (5%)
de melanoma in situ (MIS), 1 paciente (0.5%) de melanoma desmoplasico
(MD) y 1 paciente (0.5%) de melanoma espitzoide (ME). En cuanto a las
caracteristicas clinicas al diagnostico de los pacientes con melanoma, se
dispuso de la medida del grosor tumoral en 232 de los 233 pacientes incluidos
en el estudio, 128 (55%) de ellos presentaron un grosor tumoral <1 mm y 104
(45%) un grosor tumoral > 1 mm.

En lo referente a la ulceracion, se dispuso de datos en 217 de los 233
pacientes incluidos en el estudio, 44 (20%) de ellos presentaron una lesion
tumoral ulcerada y 173 (80%) una lesién tumoral no ulcerada. Finalmente, en
cuanto a los datos referentes a la presencia o no de metastasis en ganglio
centinela, se dispuso de datos en 141 de los 233 pacientes incluidos en el
estudio, de los cuales 22 (16%) presentaron metastasis en ganglio centinela y
119 (84%) no presentaron metastasis en ganglio centinela en el momento del

diagnostico.
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Tabla 33. Datos demograficos y caracteristicas clinicas e histolégicas al

diagnéstico de los pacientes de melanoma incluidos en el estudio.

Pacientes con

Datos demograficos Controles melanoma
N=200 N=233
Edad (afios)? 51+17 53+ 15
Género
Hombre 92 112
Mujer 108 121
Caracteristicas clinicas e
histolégicas N (%)
Subtipos histolégicos
MES 162 (69)
MN 29 (12)
MLM 6 (7)
MLA 3 (6)
Melanona “in situ” 1(5)
MD 1(0.5)
ME 1(0.5)
Caracteristicas clinicas
Grosor tumoral
<1 mm 128 (55)
>1 mm 104 (45)
Ulceracion de la lesion primaria
Si 44 (20)
No 173 (80)
Metastasis en GC
Si 22 (16)
No 119 (84)

Abreviaturas: MES, melanoma de extensién superficial;

MN, melanoma nodular; MLM,

melanoma léntigo maligno; MLA, melanoma lentiginoso acral; MD, melanoma

desmoplasico; ME, melanoma espitzoide; GC, ganglio centinela. ®Media + SEM.
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2. POLIMORFISMO DE LOS GENES KIR EN PACIENTES CON
MELANOMA

La frecuencia de los genes KIR estudiados fue similar en los pacientes
con melanoma y en el grupo control, sin embargo, al agrupar a los pacientes en
los dos tipos histolégicos de melanoma mas representados (MES y MN), se
observo una frecuencia significativamente disminuida del gen KIR2DL3 en el
grupo de pacientes con MN respecto al grupo control y al grupo de pacientes
con MES (72% vs. 91% y 88%, P=0.003, OR=0.26 y P=0.034, OR=0.37,

respectivamente) (Tabla 34).

Tabla 34. Frecuencia de los genes KIR en pacientes con melanoma y controles.

Pacientes con melanoma

Subtipo histolégico

Genes Controles Totales MES MN
KIR N=200 N=232 N=161 N=29

n (%) n(%) n(%) n(%) n (%)
KIR inhibidores

2DLA1 199 (99) 231 (99) 160 (99) 29 (100)
2DL2 119 (59) 135 (58) 89 (55) 19 (66)
2DL3 182 (91) 199 (86) 141 (88) 21 (72)a’b
2DL5 82 (41) 121 (52) 78 (48) 16 (55)
3DL1 194 (97) 219 (94) 153 (95) 29 (100)
3DL2 200 (100) 232 (100) 161 (100) 29 (100)
3DL3 200 (100) 232 (100) 161 (100) 29 (100)
KIR activadores

2DS1 62 (31) 87 (37) 57 (35) 12 (41)
2DS2 119 (59) 135 (58) 89 (55) 19 (65)
2DS3 56 (28) 74 (32) 45 (28) 12 (41)
2DS4 194 (97) 219 (94) 153 (95) 29 (100)
2DL4* 200 (100) 232 (100) 161 (100) 29 (100)
2DS5 50 (25) 69 (30) 42 (26) 9 (31)
3DS1 71 (35) 91 (39) 60 (37) 12 (41)

4 MN vs. controles (P=0.003; OR=0.26; IC 95%=0.10-0.67);

® MN vs. MES (P=0.034;

OR=0.372; IC 95% 0.15-0.95). Los valores de p fueron determinados mediante un test

de Fisher bilateral. Abreviaturas: KIR, killer immunoglobulin-like receptors; MES,

melanoma de extensién superficial; MN, melanoma nodular. *

potencial inhibidor.

Receptor activador con
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El analisis de los genes KIR inhibidores en funcion de las caracteristicas
clinicas al diagnédstico (grosor tumoral, ulceracion de la lesion primaria y
metastasis en ganglio centinela) revelé una disminucion significativa del gen
KIR2DL3 en el grupo de pacientes con un grosor tumoral > 1mm respecto al
grupo control y a los pacientes con un grosor tumoral < 1mm (81% vs. 91% vy
90%, P=0.009, OR=0.41, 1C95%=0.21-0.81 y P=0.046, OR=0.47, 1C95%=0.22-
0.99, respectivamente), asi como en los pacientes con ulceracion respecto al
grupo control y a los pacientes sin ulceracion (67% vs. 91% y 90%;
P=0.000034, OR=0.20, 1C95%=0.09-0.46 y P=0.00025, OR=0.24, 1C95%=0.11-
0.54, respectivamente). Por el contrario, la frecuencia del gen KIR2DL5 mostré
un aumento significativo en los pacientes con un grosor tumoral > 1mm
respecto al grupo control (54% vs. 41%, P=0.03, OR=1.71, IC 95%=1.06-2.77)
y en los pacientes con ulceraciéon con respecto al grupo control y al grupo de
pacientes sin ulceracion (70% vs. 41% y 50%; P=0.001, OR=3.32,
1C95%=1.63-6.75 y P=0.018, OR=2.33, 1C95%=1.14-4.78, respectivamente)
(tabla 35).

Respecto al estudio de los genes KIR activadores, se observd un
aumento significativo del gen KIR2DS1 en pacientes con ulceracion con
respecto al grupo control (49% vs. 31%; P=0.025, OR=2.12, IC 95%=1.09-
4.15). Asi mismo, también se encontré un aumento significativo del gen
KIR2DS3 en el grupo de pacientes que presentaban ulceracién comparado con
el grupo control y, con aquellos pacientes que no presentaban ulceracion de la
lesién primaria (46% vs. 28% P=0.018, OR=2.24, IC 95%=1.14-4.39 y P=0.018,
OR=2.26, IC 95%=1.14-4.49, respectivamente) (tabla 35).
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Tabla 35. Frecuencia de genes KIR en pacientes de melanoma segun las caracteristicas clinicas al

diagnéstico.
Caracteristicas clinicas al diagnéstico
Grosor tumoral Ulceracion Metastasis en GC
Controles <1 mm >1 mm No Si No Si
N=200 N=128 N=103 N=173 N=43 N=119 N=21
Genes KIR n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
KIR inhibidores
2DLA1 199 (99) 128 (100) 102 (99) 172 (99) 43 (100) 118 (99) 21(100)
2DL2 119 (59) 70 (55) 64 (62) 98 (57) 29 (67) 73 (61) 11(52)
2DL3 182 (91) 115 (90) 83 (81)""Io 155 (90) 29 (67)“"e 104 (87) 17(81)
2DL5 82 (41) 64 (50) 56 (54)° 86 (50) 30 (70)f’g 67 (56) 7(33)
3DL1 194 (97) 121 (95) 98 (95) 165 (95) 39 (91) 110 (92) 1(100)
3DL2 200 (100) 128 (100) 103 (100) 173 (100) 43 (100) 119 (100) 21(100)
3DL3 200 (100) 128 (100) 103 (100) 173 (100) 43 (100) 119 (100) 1(100)
KIR activadores
2DSA1 62 (31) 45 (35) 42 (41) 62 (36) 21 (49)h 48 (40) 6 (29)
2DS2 119 (59) 70 (55) 64 (62) 98 (57) 29 (67) 73 (61) 11(52)
2DS3 56 (28) 37 (29) 36 (35) 48 (28) 20 (46)" 38 (32) 3 (14)
2DS4 194 (97) 121 (95) 98 (95) 165 (95) 39 (91) 110 (92) 21(100)
2DL4* 200 (100) 128 (100) 103 (100) 1 3 (100) 43 (100) 119 (100) 21(100)
2DS5 50 (25) 35 (27) 33 (32) 51 (29) 14 (33) 40 (34) 5 (24)
3DS1 71 (35) 48 (37) 42 (41) 65 (38) 21 (49) 51 (43) 7 (33)

2 Grosor > 1 mm vs. controles (P=0.009, OR=0.41, IC 95%=0.21-0.81).

® Grosor > 1 mm vs. grosor <1 mm

(P=0.046, OR=0.47, IC 95%=0.22-0.99). ¢, Grosor > 1 mm vs. controles (P=0.027, OR=1.71, IC 95%=1.06-
2.77). d, Ulceracion vs. controles (P=0.000034, OR=0.20, IC 95%=0.09-0.46).
(P=0.00025, OR=0.24, IC 95%=0.11-0.54). !, Ulceracion vs. controles (P=0.001, OR=3.32, IC 95%=1.63-6.75).
9 Ulceracion vs. no ulceracion (P=0.018, OR=2.33, IC 95%=1.14-4.78). h
OR=2.12, IC 95%=1.09-4.15). i, Ulceracion vs. controles (P=0.018, OR=2.24, IC 95%=1.14-4.39). j, Ulceracion

vs. no ulceracion (P=0.018, OR=2.26, IC 95%=1.14-4.49). Los valores de p fueron determinados mediante un

€ Ulceracion vs. no ulceracién

Ulceracién vs. controles (P=0.025,

test de Fisher bilateral. Abreviaturas: GC, Ganglio centinela; KIR, killer immunoglobulin like receptors. *

Receptor activador con potencial inhibidor.

118



Resultados

En un analisis posterior, se estudié la frecuencia del gen KIR2DL3 en
pacientes de los dos principales grupos histologicos de melanoma (MES y MN),
en base a la presencia o ausencia de ulceracion de la lesion primaria. Los
resultados mostraron una disminucion significativa de la frecuencia de KIR2DL3
en pacientes con presencia de ulceracion en el grupo de MN con respecto al
grupo control (54% vs. 91%, P=0.001, OR=0.11, IC95%=0.03-0.38) (figura 33).

El estudio del gen KIR2DL3 en el grupo de pacientes con MES también
reveld una disminucion en la frecuencia de dicho gen en pacientes con
ulceracion respecto al grupo control, sin embargo la diferencia no alcanzo

significacién estadistica (figura 33).
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Figura 33. Frecuencia del gen KIR2DL3 en pacientes con MES y MN en presencia
o ausencia de ulceracion. La frecuencia de KIR2DL3 esta representada para
controles (barras blancas), pacientes sin ulceracion (barras grises) y pacientes con
ulceracion (barras negras). Se representan los pacientes con MES (parte izquieda) y
con MN (parte derecha). Abreviaturas: MES, melanoma de extension superficial; MN,
melanoma nodular. Los valores de p se determinaron mediante el test exacto de

Fisher bilateral.
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Ademas, también se valord la influencia de los genotipos KIR en el
desarrollo y pronéstico del melanoma. Para ello, los individuos fueron
agrupados en aquellos que presentan un genotipo AA (haplotipo A en
homocigosis) y aquellos que presentan un genotipo Bx (presencia de un
haplotipo B). Los resultados no revelaron diferencias significativas entre el
grupo de pacientes con melanoma y el grupo control (figura 34A). Tampoco se
observaron diferencias significativas al estudiar los pacientes de los dos grupos
histolégicos mas representados (MES y MN) (figura 34A) o al segregar a los

pacientes segun las caracteristicas clinicas al diagnostico (figura 34B).
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204
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Genotipo KIR

Figura 34. Frecuencia de los genotipos KIR en pacientes con melanoma en
funcién del tipo histolégico y de las caracteristicas clinicas al diagnédstico, y de
la poblacién control. (A) frecuencia de los genotipos KIR en pacientes de melanoma
y controles. (B) frecuencia de los genotipos KIR en pacientes con melanoma
segregados en funcion de las caracteristicas clinicas al diagndstico y controles.
Abreviaturas: AA, homocigotos para haplotipos A; Bx, homocigotos para haplotipos B y
heterocigotos AB; MES, melanoma de extension superficial; MN, melanoma nodular;
GC, ganglio centinela. Las comparaciones se realizaron mediante el test exacto de
Fisher bilateral.
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3. POLIMORFISMO DE LOS LIGANDOS DE LOS RECEPTORES
KIR EN PACIENTES CON MELANOMA

3.1. Dimorfismo en posicion 80 de los ligandos HLA-C en el

melanoma cutaneo

El analisis del dimorfismo en posicién 80 del locus HLA-C (grupos C1y C2
de ligandos KIR), mostré diferencias en la frecuencia del genotipo C2C2 entre
el grupo de pacientes con melanoma y el grupo control. Asi, el genotipo C2C2
se encontr6 aumentado en el grupo de pacientes respecto al grupo control.
Dicho aumento, alcanzé diferencias estadisticamente significativas cuando se
comparod el grupo de pacientes con MES con el grupo control (28% vs. 17%,
P=0.016, Pc=0.048, OR=1.89, IC 95%=1.14-3.11). Sin embargo, los genotipos
C1C1 y C1C2, no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pacientes y el grupo control (figura 35A).

El estudio del dimorfismo HLA-C en los pacientes segregados en base a
las caracteristicas clinicas al diagnostico, reveld6 un aumento significativo del
genotipo C2C2 en el grupo de pacientes con metastasis en ganglio centinela
respecto al grupo control y al grupo de pacientes sin metastasis (57% vs. 17%
y 18%; P=0.00016, Pc=0.00048, OR=7.07, IC 95%=2.69-18.58 y P=0.00045,
Pc=0.0013, OR=5.88, IC 95%=2.21-15.67, respectivamente) (figura 35B). Sin
embargo, los resultados obtenidos al estudiar la distribucion del genotipo C2C2
en funcién del grosor y la ulceracion de la lesion primaria no revelaron
diferencias significativas. El estudio de la distribucion de los genotipos C1C1 y
C1C2 en funcién de las caracteristicas clinicas al diagndstico, no mostré

diferencias significativas (figura 35B).
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Figura 35. Frecuencia de los genotipos HLA-C en pacientes de melanoma, pacientes
de melanoma segregados en funcion de las caracteristicas clinicas al diagnéstico, y
controles. (A) Frecuencia de los genotipos HLA-C en pacientes con melanoma y controles.
(B) Frecuencia de los genotipos HLA-C en pacientes con melanoma segregados en funcion
de las caracteristicas clinicas al diagndstico y controles. El valor de la p fue determinado
mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: MES, melanoma de extensién superficial;

MN, melanoma nodular; GC, ganglio centinela.
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3.2. Epitopos Bw4 y Bw6 en pacientes con melanoma cutaneo

El estudio de los epitopos Bw4 y Bw6 en pacientes con melanoma y

controles, no mostro diferencias significativas (figura 36).
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Figura 36. Analisis de los epitopos Bw4/Bw6 en pacientes con melanoma y

controles. (A) epitopos Bw4/Bw6 en pacientes con melanoma y controles. (B)

epitopos Bw4/Bw6 en pacientes con melanoma segregados en funcidon de las

caracteristicas clinicas al diagnéstico y controles. Las comparaciones entre grupos

fueron realizadas mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: MES, melanoma

de extensién superficial; MN, melanoma nodular; GC, ganglio centinela.
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Posteriormente, se analizaron los ligandos HLA-Bw4 para el receptor
inhibidor KIR3DL1 en el contexto de la presencia de isoleucina (Bw4 lle) o
treonina (Bw4 Thr) en posicion 80 (figura 37). Dicho estudio no mostrd
diferencias significativas al comparar los grupos de pacientes con melanoma

con el grupo control.
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Figura 37. Analisis del dimorfismo en posicion 80 del ligando HLA-Bw4 en
pacientes con melanoma y controles. (A) Dimorfismo del ligando HLA-Bw4 en
pacientes con melanoma y controles. (B) Dimorfismo Bw4 en pacientes con melanoma
segregados en funcidon de las caracteristicas clinicas al diagndstico y controles. Las
comparaciones fueron realizadas mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas:
Thr80, Treonina 80; lle80, Isoleucina 80; MES, melanoma de extension superficial;
MN, melanoma nodular; GC, ganglio centinela. Nota: Todas las comparaciones se

hicieron entre individuos KIR3DL1+.
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4. INFLUENCIA DE LOS PARES KIR/LIGANDO HLA-C EN LA
SUSCEPTIBILIDAD Y PRONOSTICO DEL MELANOMA

La frecuencia disminuida del gen KIR2DL3 en el grupo de pacientes con
MN anteriormente descrita (ver tabla 34), nos llevd a examinar si la
combinacion entre el gen KIR2DL3 y sus ligandos HLA-C especificos (grupo
C1) estaba asociada con un riesgo disminuido de desarrollar melanoma. Como
se puede observar en la figura 38A, la frecuencia del genotipo KIR2DL3*/C1*
se encontraba significativamente disminuida en el grupo de pacientes de
melanoma con respecto al grupo control (63% vs. 75%; P=0.009, Pc=0.036;
OR=0.56; 1C95%=0.37-0.86). Dicha disminucion fue también observada en los
grupos de pacientes con MES y MN respecto al grupo control, aunque las
diferencias no alcazaron la significacion estadistica.

En un analisis posterior, se evalud la posible asociacion entre el genotipo
KIR3DL1*/C1" y las caracteristicas clinicas al diagnéstico (figura 38B-D). Los
resultados revelaron una disminucion en la frecuencia de la combinacion
KIR2DL3*/C1"* en pacientes de melanoma con un grosor tumoral <1 mm y >1
mm respecto al grupo control, aunque dicha disminucidon no alcanzo la
significacion estadistica (63% y 62% vs. 75%; P=0.026, Pc>0.05; OR=0.57;
1C95%=0.35-0.93 y P=0.024, Pc>0.05; OR=0.55; 1C95%=0.33-0.91,
respectivamente) (figura 38B). Ademas, también se observd una frecuencia
reducida del genotipo KIR2DL3*/C1* en pacientes sin y con ulceracién en
comparacién con el grupo control (64% y 56% vs. 75%; P=0.018, Pc>0.05;
OR=0.58; 1C95%0.37-0.91 y P=0.015, Pc>0.05; OR=0.42; 1C95%=0.21-0.83,
respectivamente) (figura 38C).

Por otro lado, se observdé una frecuencia significativamente menor de
individuos portadores del genotipo KIR2DL3*/C1" en el grupo de pacientes con
metastasis en ganglio centinela en comparacion con el grupo control y con el
grupo de pacientes sin metastasis (29% vs. 75% y 72%, P=0.000034,
Pc=0.0001, OR=0.13, 1C95%=0.049-0.36 y P=0.00025, Pc=0.001, OR=0.15,
1C95%=0.05-0.43, respectivamente) (figura 38D).
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Ademas, también se investigo el efecto de la ausencia de KIR2DL3 en
presencia de ligandos del grupo C1 (genotipo KIR2DL3/C1%), en el desarrollo y
pronostico del melanoma cutaneo. En este punto, es importante destacar que,
debido a que KIR2DL3 y KIR2DL2 se comportan como alelos (Parham 2004),
los individuos negativos para el gen KIR2DL3 son homocigotos para el gen
KIR2DL2.

Como se muestra en la figura 38A, la frecuencia del genotipo KIR2DL3"
/C1*, se encontraba aumentada en pacientes con MN respecto al grupo control,
aunque dicho aumento no alcanzo la significacion estadistica (21% vs. 7%;
P=0.034, Pc>0.05; OR=3.22; 1C95%=1.14-9.11). También se observé un
aumento significativo de individuos portadores del genotipo KIR2DL3/C1" en el
grupo de pacientes con ulceracion en comparacion con el grupo control y con el
grupo de pacientes sin ulceracion (23% vs. 7% y 8%; P=0.005, Pc=0.02,
OR=3.74, I1C95%=1.55-9.03 y P=0.011, Pc=0.044, OR=3.44, 1C95%=1.41-8.41,
respectivamente) (figura 38C). Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas al estudiar la combinacion KIR2DL3/C1" en los
grupos de pacientes segregados en base al grosor tumoral (figura 38B) y a la

presencia de metastasis en ganglio centinela (figura 38D).
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Figura 38. Efecto de la presencia o ausencia de KIR2DL3 en combinacién con sus ligandos HLA-C

del grupo C1 sobre la susceptibilidad al melanoma y las caracteristicas clinicas al diagnéstico. (A)

frecuencia de los genotipos KIR2DL3*C1* y KIR2DL3'C1" en pacientes de melanoma segun el subtipo

histolégico y en el grupo control. (B-D) frecuencia de los genotipos KIR2DL3+C1+ y KIR2DL3-C1+ en los

distintos grupos de pacientes con melanoma segun las caracteristicas clinicas al diagnéstico (grosor,

ulceracion y presencia o no de metastasis en GC) y en el grupo control. Abreviaturas: MES, melanoma de

extensién superficial; MN, melanoma nodular; GC, ganglio centinela. El valor de p se determind mediante

el test exacto de Fisher bilateral.
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Posteriormente, se realiz6 un analisis en pacientes con diagnodstico de
MES o de MN, con el fin de investigar la influencia del genotipo KIR2DL3*/C1*
en la proteccion al desarrollo de metastasis en GC, asi como del genotipo
KIR2DL3/C1" en la susceptibilidad al desarrollo de ulceracién en estos dos
tipos histoloégicos de melanoma (figura 39). Los resultados mostraron una
frecuencia significativamente disminuida del genotipo KIR2DL3*/C1" en
pacientes con diagnéstico de MES o MN que presentaban metastasis en GC
con respecto al grupo control (36% y 0% vs. 75%; P=0.003, Pc=0.012,
OR=0.18, 1C95%=0.06-0.58 y P=0.005, Pc=0.02, OR=0.25, 1C95%=0.20-0.32,
respectivamente), y de los pacientes con MN que presentaban metastasis en
GC con respecto a aquellos que no presentaban metastasis en GC (0% vs.
92%, P=0.002, Pc=0.008, OR=0.08, IC95%=0.01-0.51, respectivamente) (figura
39A).

Por otro lado, se observé un incremento en el numero de individuos con
genotipo KIR2DL37/C1" tanto en el grupo de pacientes con MES como en el
grupo de pacientes con MN que presentaban ulceracion de la lesién primaria
respecto al grupo control y al grupo de pacientes que no presentaba ulceracion,
sin embargo, dicho incremento no alcanzo la significacion estadistica (figura
39B).
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Figura 39. Influencia de la presencia o ausencia de KIR2DL3 en combinacioén con
sus ligandos HLA-C del grupo C1 sobre las caracteristicas clinicas al
diagnéstico de los pacientes con MES y MN. (A) frecuencia del genotipo
KIR2DL3+/C1+ en pacientes con ausencia o presencia de metastasis en GC. (B)
frecuencia del genotipo KIR2DL3-/C1+ en pacientes con ausencia o presencia de
ulceracion en la lesién primaria. Se muestra a los pacientes con diagnéstico de MES
(parte izquierda) y de MN (parte derecha). Abreviaturas: MES, melanoma de extension
superficial; MN, melanoma nodular; GC, ganglio centinela. Los valores de p se

determinaron mediante el test exacto de Fisher bilateral.
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El analisis de regresion logistica multivariante confirmoé las asociaciones
observadas anteriormente entre KIR2DL3 y proteccion a MN y al desarrollo de
ulceracion, asi como la asociacion del par KIR2DL3/C1 con proteccion al
desarrollo de melanoma, particularmente de melanoma de extensidn

superficial, y al desarrollo de metastasis en GC (tabla 36).

Genotipo OR IC 95% P
Efecto en la proteccion a melanoma
Total de pacientes KIR2DL3 0.90 0.44-1.86 0.78
KIR2DL3/C1 0.59 0.36-0.97 0.04
Pacientes con MES KIR2DL3 1.12 0.51-2.47 0.77
KIR2DL3/C1 0.54 0.32-0.92 0.02
Pacientes con MN KIR2DL3 0.21 0.05-0.90 0.03
KIR2DL3/C1 1.27 0.35-4.60 0.71

Efecto en funcidén de las caracteristicas clinicas al diagnéstico

Grosor tumoral > 1 mm

Total de pacientes KIR2DL 3 0.60 0.25-1.46 0.26
KIR2DL5 1.52 0.72-3.20 0.27
KIR2DS1 1.15 0.59-2.21 0.68
KIR2DS3 0.86 0.45-1.65 0.65
KIR2DL 3/C1 0.70 0.37-1.33 0.28

Presencia de ulceracion

Total de pacientes KIR2DL 3 0.26 0.08-0.87 0.03
KIR2DL5 2.56 0.89-7.31 0.08
KIR2DS1 1.08 0.46-2.53 0.87
KIR2DS3 0.96 0.40-2.32 0.94
KIR2DL 3/C1 1.05 0.36-3.01 0.93

Presencia de metastasis en GC

Total de pacientes KIR2DL3 1.25 0.32-4.83 0.75
KIR2DL5 0.91 0.20-4.16 0.91
KIR2DS1 1.21 0.28-5.13 0.80
KIR2DS3 0.31 0.07-1.46 0.14
KIR2DL 3/C1 0.11 0.04-0.32 0.00006

Tabla 36. Analisis de regresion logistica multivariante del efecto de los receptores
KIR2D y del par KIR2DL3/C1 en la protecciéon al desarrollo de melanoma y las
caracteristicas clinicas al diagnostico. Efecto de KIR2DL3, KIR2DLS, KIR2DS3 y
KIR2DL3/C1 sobre el riesgo de desarrollar melanoma y sobre las caracteristicas
clinicas al diagnostico. En todos los casos las comparaciones se realizaron entre cada
uno de los grupos de pacientes y el grupo control. Abreviaturas: OR, ods ratio; IC,
intervalo de confianza; MES, melanoma de extension superficial; MN, melanoma

nodular; GC, ganglio centinela.
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En vista de los resultados obtenidos anteriormente para el genotipo C2C2
(ver figura 35), también se evalud el efecto de los genes KIR2DL1 y KIR2DS1
en funcion de la dosis de sus ligandos HLA-C del grupo C2 en la
susceptibilidad al melanoma y al desarrollo de metastasis en GC. Dicho analisis
mostrd, que los individuos con genotipo KIR2DL1*/2DS17/C2C2 tienen un
riesgo elevado de desarrollar melanoma (x*=5.61; P>0.05), que alcanzéd
significacion estadistica en el caso del grupo de pacientes con MES (x°=6.73;
P=0.03) (figura 40A-B). También se observd que los pacientes con genotipo
KIR2DL1+/2DS1-/C2C2 tienen un riesgo significativamente aumentado de
desarrollar metastasis en GC (x?=14.84; P=0.001), particularmente aquellos
pacientes con diagndstico de MES (x*=13.57; P=0.001) (figura 40C-D), en
comparaciéon con los individuos que son portadores de los genotipos
KIR2DL1%/2DS1/C1C2 o KIR2DL17/2DS17/C1C1. Asi, el porcentaje de
individuos portadores del genotipo KIR2DL1%/2DS17/C2C2 fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes con MES que en el grupo
control (20% vs. 11%, P=0.04, OR=1.91, 1C95%=1.07-3.42). Ademas, el
genotipo KIR2DL1/2DS17/C2C2 estaba significativamente aumentado en el
grupo de pacientes que desarrollaron metastasis en ganglio centinela en
comparacién con el grupo control (43% vs. 11% y 11%, P=0.001, OR=5.77,
IC95 %=2.19-15.18) (figura 40C) y con el grupo de pacientes sin metastasis
(P=0.001, OR=6.11, I1C95 %=2.16-17.28), y en el grupo de pacientes con MES
que presentaba metastasis en GC respecto al grupo control (50% vs. 11%,
P=0.001, OR=7.7, 1C95 %=2.48-23.92) (figura 40D). Sin embargo, no se
encontré ninguna asociacién entre el genotipo KIR2DL1+/2DS1+/C2C2 vy el

riesgo de desarrollar melanoma o el pronéstico del mismo (figura 41).
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Figura 40. Influencia del genotipo KIR2DL1+/2DS1-/C2C2 en la susceptibilidad al
melanoma y al desarrollo de metastasis en ganglio centinela. Los individuos
KIR2DL1+/S1- se representan agrupados segun el genotipo HLA-C, en individuos
2DL1+/S1-/C2C2, 2DL1+/S1-/C1C2 y 2DL1+/S1-/C1C1. Se representan las
comparaciones entre el total de pacientes de melanoma (A), los pacientes con MES
(B), los pacientes con metastasis en GC (C) y los pacientes con MES que presentan
metastasis en GC (D) con el grupo control. Los valores de p y OR para la
susceptibilidad al melanoma y al desarrollo de metastasis en GC fueron calculados
con un IC95% a partir de tablas de contingencia 2x2, utilizando el test exacto de
Fisher. También se muestra el resultado del test Chi-cuadrado para la tendencia en
funcioén del genotipo HLA-C. Abreviaturas: GC, ganglio centinela; MES, melanoma de

extension superficial; OR, odds ratio.
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Figura 41. Influencia del genotipo KIR2DL1+/2DS1+/C2C2 en la susceptibilidad al
melanoma y al desarrollo de metastasis en ganglio centinela. Los individuos
KIR2DL1+/S1+ se representan agrupados segun el genotipo HLA-C, en individuos
2DL1+4/S1+/C2C2, 2DL1+/S1+/C1C2 y 2DL1+/S1+/C1C1. Se representan las
comparaciones entre el total de pacientes de melanoma (A), los pacientes con MES
(B), los pacientes con metastasis en GC (C) y los pacientes con MES que presentan
metastasis en GC (D), con respecto al grupo control. Los valores de p y OR para la
susceptibilidad al melanoma y al desarrollo de metastasis en GC fueron calculados
con un IC95% a partir de tablas de contingencia 2x2 utilizando el test exacto de Fisher.
También se muestra el resultado del test Chi-cuadrado para la tendencia en funcién
del genotipo HLA-C. Abreviaturas: GC, ganglio centinela; MES, melanoma de

extension superficial; OR, odds ratio.
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5. LINFOCITOS T CD8+ y CELULAS NK QUE EXPRESAN
RECEPTORES KIR EN SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES
CON MELANOMA

Se estudiaron las poblaciones de células NK y linfocitos TCD8+ que
expresan CD158a/h (KIR2DL1/KIR2DS1) y CD158b/j
(KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2) en sangre periférica de un grupo de 35
pacientes diagndsticados de melanoma y 24 individuos sanos compatibles en
edad y sexo. Dentro del grupo de pacientes, 27 fueron clasificados como
estadio I-ll, 3 como estadio lll y en 5 de ellos no se obtuvo informacién sobre el
estadio clinico. Respecto al genotipo HLA-C, 9 de los pacientes presentaban un
genotipo homocigoto C1C1, 7 un genotipo homocigoto C2C2 y 17 un genotipo
heterocigoto C1/C2. En la tabla 37 se recogen las caracteristicas clinicas,

demograficas y el genotipo HLA-C de los 35 pacientes estudiados.

Tabla 37. Datos demograficos, Caracteristicas clinicas y genotipo HLA-C de los
pacientes incluidos en el estudio de poblaciones celulares que expresan

receptores KIR.

Pac. Edad/ Genotipo Estadio Pac. Edad/ Genotipo Estadio
(n=35) Sexo HLA-C clinico) (n=35) Sexo HLA-C clinico()

1 42/M C1/C1 [-11 19 63/H C1/C2 [-11
2 24/M C1/C2 [-11 20 68/M C1/C1 -
3 68/H C1/C2 [-11 21 51/M C2/C2 -1l
4 56/M C2/C2 [-11 22 48/M C1/C2 -1
5 26/M C1/C2 [-11 23 35/M C2/C2 -1
6 68/M C1/C1 [-11 24 67/H C1/C2 [-11
7 49/M C2/C2 - 25 53/H C1/C2 [-11
8 45/M C1/C1 [-11 26 57/H - -
9 41/H C1/C1 [-11 27 60/H C1/C1 [-11
10 58/M C1/C2 [-11 28 35/H C1/C2 [-11
11 78/M C1/C2 [-11 29 69/H C1/C2 [-11
12 54/M C1/C2 [-11 30 56/H C1/C2 [-11
13 61/M C1/C2 - 31 71/M - [-11
14 52/M C2/C2 [-11 32 61/H C2/C2 [-11
15 50/M C1/C1 [-11 33 66/H C1/C1 Il
16 64/M C1/C1 1] 34 47/H C2/C2 Il
17 39/H C1/C2 35 60/M C1/C2 -1l

18 43/H C1/C2 [-11

*Estadios clinicos segun la AJCC; Abreviaturas, Pac, Pacientes; H, hombre; M, mujer.
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El numero de linfocitos TCD8+ totales, linfocitos TCD8+ CD158a/h+ y
CD158b/j+ fue similar en el grupo de pacientes y el grupo control (figura 42A).
El andlisis de las células NK CD56+ revelé un aumento en el numero absoluto
de células NK en el grupo de pacientes con respecto al grupo control, que fue
significativo en el caso de las células NK CD158a/h+ (P=0.036). Sin embargo,
el numero absoluto de células NK CD158b/j+ fue similar en el grupo de
pacientes y el grupo control (figura 42B).

Al realizar el estudio diferenciando la poblacién de células NK con una
expresion intermedia de CD56 (CD56%™) y la poblacién de células NK con una
expresion alta de CD56 (CD56°""), se observéd un aumento en el nimero
absoluto de células NK CD56%™ en el grupo de pacientes con respecto al grupo
control, que fue significativo en el caso de las células NK CD56%™ CD158a/h+
(P=0.037). Sin embargo, el nimero absoluto de células NK CD56%™ CD158b/j+
fue similar en el grupo de pacientes y en el grupo control (figura 43A).

El andlisis de la expresiéon de las moléculas CD158a/h y CD158b/j en la
poblacién de células NK CD56"" no revelé diferencias significativas al
comparar el grupo de pacientes con el grupo control (figura 43B). Como puede
observarse en la figura 42B, las células NK CD56°"9" practicamente no
expresan las moléculas CD158a/h y CD158b/j, a diferencia de las células NK

CD56%™ que son las que expresan estas moléculas mayoritariamente.
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Figura 42. Células T CD8+ y NK CD56+ totales en sangre periférica de pacientes
con melanoma y controles de acuerdo a la expresion de CD158a/h y CD158bl/j.
(A) Células T CD8+ positivas para CD158a/h y CD158b/j. (B) Células NKCD56+
positivas para CD158a/h y CD158b/j (B). EI nUmero de células se representa como la
media + SEM. Controles (n=24); Pacientes (n=35). Los valores de p fueron

determinados mediante el test ANOVA de una via. Abreviaturas: ns, no significativo.
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Figura 43. Células NK CD56%™ y NK CD56""®" en sangre periférica de pacientes
con melanoma y controles de acuerdo a la expresién de CD158a/h y CD158bl/j.
(A) Células NKCD56%™ CD158a/h+ y CD158b/j+. (B) Células NKCD56°"" CD158a/h+
y CD158b/j+ (B). El numero de células se representa como la media £+ SEM. Controles
(n=24); Pacientes (n=35). Los valores de la p fueron determinados mediante el test

ANOVA de una via. Abreviaturas: ns, no significativo.
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Posteriormente, se realizé un estudio agrupando a los pacientes con
melanoma en aquellos que no presentan metastasis en ganglio centinela
(estadio I-11) y aquellos que presentan metastasis en ganglio centinela (estadio
[lI). El estudio de células NK reveld un incremento en el nUmero absoluto de
células NKCD56%™ CD158a/h+ en pacientes en estadio |-l con respecto a los
controles y a los pacientes en estadio Ill, aunque dicho aumento no alcanzé la
significacién estadistica (figura 44). Sin embargo, no se encontraron diferencias
en el nimero absoluto de células NKCD56%™ CD158b/j+ al comparar ambos

grupos de pacientes con el grupo control (figura 44).
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Figura 44. Poblaciones de células NK CD158a/h+ y NK CD158bl/j+ en sangre
periférica de pacientes con melanoma segun su estadio clinico al diagnéstico y
controles. Células NK CD158a/h+ y NK CD158b/j+ en pacientes en estadio I-Il,
estadio Ill e individuos sanos; controles (n=24); no metastasis en GC (Estadio I-II)
(n=24); metastasis en GC (n=3). Abreviaturas: ns, no significativo; GC, ganglio
centinela. El n° de células se representa como la media + SEM. Los valores de p

fueron determinados mediante el test de Kruskal-Wallis.
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El incremento de células NK CD56%™ CD158a/h+ (KIR2DL1/2DS1)
previamente descrito en pacientes con melanoma, nos llevé a realizar un
analisis de las diferentes subpoblaciones de células NK CD56%™ que expresan
las combinaciones de receptores KIR2DL1+/2DS1-, KIR2DL1+/2DS1+,
KIR2DL1-/2DS1+ y KIR2DL1-/2DS1+/2DL2/3/S2-/3DL1-. Dicho analisis reveld
un aumento significativo de células NKCD56%™ KIR2DL1-/2DS1+ (P=0.047) y
KIR2DL1-/2DS1+/2DL2/3/S2-/3DL1- (P=0.021) en pacientes con melanoma
respecto al grupo control (figura 45). También se observé un aumento de
células NKCD56%™ KIR2DL1+/2DS1- y KIR2DL1+/2DS1+ en el grupo de
pacientes respecto al grupo control, aunque dicho aumento no alcanzé la

significacién estadistica.
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Figura 45. Poblaciones de células NK CD56"™ que expresan CD158a/h en sangre
periférica de pacientes con melanoma y controles. Células NKCD56°™
KIR2DL1+/2DS1- en pacientes (n=33) y controles (n=22), KIR2DL1+/2DS1+ en
pacientes (n=18) y controles (n=8), KIR2DL1-/2DS1+ en pacientes (n=20) y controles
(n=8), y KIR2DL1-/2DS1+/2DL2/L3/S2-/3DL1- en pacientes (n=20) y controles (n=8);
Abreviaturas: ns, no significativo. EI numero de células se representa como la media
del n° Abs de células/ul £ SEM. Los valores de p fueron determinados mediante un

test de Kruskal-Wallis.
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Adicionalmente, se realizé6 un analisis para estudiar las poblaciones de
células TCD8+ y NKCD56°™ que expresan las moléculas CD158a/h
(KIR2DL1/S1) o CD158b/j (KIR2DL2/3/S2), en sangre periférica de los
pacientes con melanoma y en la poblacién control, en funciéon de su genotipo
HLA-C. Para ello, tanto los pacientes como los controles fueron clasificados de
acuerdo al dimorfismo en la posicion 80 de la cadena a1 de la molécula HLA-C.
Se clasific6 como grupo C1 a aquellos alelos portadores de "Asn" en la
posicion 80, incluyendo los alelos HLA-C*01, HLA-C*03, HLA-C*07, HLA-C*08,
HLA-C*12, HLA-C*14 y HLA-C*16 (excepto HLA-C*16:02), y como grupo C2, a
los alelos HLA-C portadores de "Lys" en posicion 80, entre los que se
encuentran los alelos HLA-C*02, HLA-C*04, HLA-C*05, HLA-C*06, HLA-C*15,
HLA-C*1602, HLA-C*17 y HLA-C*18. De esta manera, los pacientes y controles
se clasificaron en tres grupos: individuos homocigotos para los alelos del grupo
C1 (C1C1), individuos homocigotos para los alelos del grupo C2 (C2C2) e
individuos heterocigotos (C1C2) (ver tabla 37).

Al segregar las poblaciones de linfocitos TCD8+ y células NKCD56%™ en
funcién de la expresiéon de CD158a/h y CD158b/j, y estudiar su distribucion en
funcién de los genotipos HLA-C en pacientes y controles (figura 46), se observo
un aumento de la poblacién de linfocitos T CD8+ y células NKCD564™
CD158a/h+ en el grupo de pacientes respecto al grupo control (figura 46A y B),
que alcanzo la significacion estadistica al comparar el grupo de pacientes con
respecto a los controles con genotipo heterocigoto C1C2 (p=0.023) (figura
46B).

El estudio de los linfocitos T CD8+ y células NK CD56°™ que expresan
CD158b/j, no mostré diferencias significativas al comparar el grupo de
pacientes con el grupo de control en funcion de los 3 genotipos estudiados
(figura 46C y D).
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Figura 46. Poblaciones de linfocitos T CD8+ y células NK CD56"™ CD158a/h+ y NK CD56%"
CD158bl/j+ en sangre periférica de pacientes con melanoma y controles segun su genotipo
HLA-C. (A y B) Linfocitos TCD8+ y células NK CD56°™ CD158a/h+ en pacientes e individuos sanos
seguin su genotipo HLA-C. (C y D) Linfocitos TCD8+ y células NK CD56°™ CD158b/j+ en pacientes
e individuos sanos segun su genotipo HLA-C. Pacientes: C1C1 (n=9), C1C2 (n=17), C2C2 (n=7).
Controles: C1C1 (n=7), C1C2 (n=11), C2C2 (n=6). El n° de células se representa como la media +

SEM. Los valores de p fueron determinados mediante el test de Kruskal-Wallis.
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6. INFLUENCIA DE LOS GENES KIR, LIGANDOS HLA-l Y LOS
PARES KIR-LIGANDO EN LA SUPERVIVENCIA DE LOS
PACIENTES CON MELANOMA

Posteriormente se valoré la influencia de los receptores KIR y sus
ligandos HLA clase | sobre la supervivencia de los pacientes con melanoma a
10 afnos. En dicho estudio, no se demostré un impacto de los distintos
genotipos de los ligandos HLA-C (C1C1, C1C2, C2C2) en la supervivencia de
los pacientes con melanoma (figura 47A). Tampoco se demostré una
asociacion entre la presencia o ausencia del gen KIR2DL3 y de los genotipos
KIR2DL3+C1+ y KIR2DL1+2DS1-C2C2 y la supervivencia de los pacientes con

melanoma (figura 47B-D).
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Figura 47. Impacto del dimorfismo de los ligandos HLA-C, del gen KIR2DL3 y de los genotipos
KIR2DL3/C1 y KIR2DL1+2DS1-C2C2 en la supervivencia de los pacientes con melanoma. (A)
Pacientes homocigotos C1 (C1C1) (n=49) (linea verde), heterocigotos (C1C2) (n=82) (linea azul) y
homocigotos C2 (C2C2) (n=52) (linea roja). (B) Pacientes con presencia (n=198) (linea verde) o
ausencia (n=32) (linea azul) del gen KIR2DL3. (C) Pacientes con presencia (n=145) (linea verde) o
ausencia (n=85) (linea azul) del genotipo KIR2DL3/C1. (D) Pacientes con presencia (n=42) (linea verde)
o ausencia (n=188) (linea azul) del genotipo KIR2DL1+2DS1-C2C2 (D). Los valores de p fueron

determinados mediantes un test de Log-rank.
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7. POLIMORFISMO DE LA REGION NKC EN PACIENTES CON
MELANOMA

En cuanto al papel del polimorfismo de los SNPs de la region NKC
localizados en el cromosoma 12 previamente descritos, el estudio del
polimorfismo de los SNPs NKC3, 4, 7, 9, 10, 11, 12 y 17 en pacientes con
melanoma cutaneo reveld una frecuencia disminuida de individuos portadores
de adenina (A) en el SNP NKC7 en el grupo de pacientes de melanoma y en el
grupo de pacientes con MES respecto al grupo control (50% y 49% vs. 60%;
P=0.042, Pc=0.34, OR=0.66 y P=0.03, Pc=0.24, OR=0.6, respectivamente)
(tabla 38).

El analisis de los SNPs estudiados en funcién de las caracteristicas
clinicas al diagnostico mostré una frecuencia aumentada de individuos
portadores de guanina (G) en el SNP NKC9, de timina (T) en el SNP NKC11 y
de citosina (C) en el SNP NKC12 en el grupo de pacientes de melanoma que
presentaban ulceracién con respecto al grupo de pacientes sin ulceracion
(98%, 68% y 73% vs. 86%, 51% y 56%; P=0.033, Pc=0.26, OR=7; P=0.043,
Pc=0.34, OR=2; P=0.041, Pc=0.33, OR=2.1, respectivamente). Por el contrario,
la frecuencia de individuos portadores de guanina (G) en el SNP NKC9 se
encontraba disminuida en pacientes con presencia de metastasis en GC
respecto al grupo control (77% vs. 92%; P=0.042, Pc=0.34, OR=0.3). Ademas,
también se encontré una disminucion en la frecuencia de individuos portadores
de citosina (C) en el SNP NKC4 y de timina (T) en el SNP NKC10, en el grupo
de pacientes que presentaba metastasis en GC respecto al grupo de pacientes
sin metastasis en GC (86% y 86% vs. 98% y 98%; P=0.049, Pc=0.39, OR=1.32
y P=0.049, Pc=0.39, OR=0.16, respectivamente) (tabla 39). Sin embargo, todas
las diferencias anteriores no alcazaron la significacion estadistica al aplicar la

correccion de Bonferroni.
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Tabla 38. Frecuencia alélica de los SNPs NKC3, 4, 7, 9, 10, 11, 12 y 17 de la

region NKC en pacientes de melanoma y controles.

Pacientes con melanoma
Subtipo histolégico

Alelos Controles Total MES MN
NKC N=200 (%) N=233 (%) N=162(%) N=29 (%)
NKC3
C 169 (85) 208 (89) 143 (88) 27 (93)
G 31 (15) 25 (11) 81 (50) 16 (55)
NKC4
C 111 (55) 114 (49) 155 (96) 28 (97)
T 89 (45) 94 (40) 65 (40) 14 (48)
NKC7
A 120 (60) 116 (50)° 79 (49)° 16 (55)
T 80 (40) 117 (50) 145 (90) 27 (93)
NKC9
A 86 (43) 148 (64) 59 (36) 12 (41)
G 114 (57) 85 (36) 141 (87) 26 (90)
NKC10
A 89 (45) 85 (37) 60 (37) 11 (38)
T 111 (55) 148 (63) 155 (96) 28 (97)
NKC11
C 171 (86) 208 (89) 142 (88) 27 (93)
T 29 (14) 25 (11) 83 (51) 17 (59)
NKC12
C 119 (60) 135 (58) 90 (56) 20 (69)
G 81 (40) 98 (42) 136 (84) 26 (90)
NKC17
C 124 (62) 155 (67) 105 (65) 21 (73)
G 76 (38) 78 (33) 130 (80) 22 (76)

4 pacientes de melanoma vs. controles (P=0.042, Pc=0.34, OR=0.66); b, MES vs.
controles (P=0.03, Pc=0.24, OR=0.6). Abreviaturas: MES, melanoma de extension
superficial; MN, melanoma Nodular; NKC, complejo de genes natural killer. El valor de

p fue determinado mediante el test exacto de Fisher bilateral.
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Tabla 39. Frecuencia alélica de los SNPs NKC3, 4, 7,9, 10, 11, 12 y 17 de la regién NKC en

pacientes de melanoma segun las caracteristicas clinicas al diagnéstico.

Caracteristicas clinicas al diagnostico

Grosor (mm) Ulceracién Metastasis GC

Controles <1 >1 No Si No Si
Alelos N=200 N=128 N=104 N=173 N=44 N=119 N=22
NKC n(%) n (%) n (%) n(%) n(%) n (%) n (%)
NKC3
C 169 (85) 113 (88) 94 (90) 154 (89) 39 (89) 108 (91) 17 (77)
G 117 (59) 65(51) 53 (51) 89 (51) 24 (55) 61 (51) 11 (50)
NKC4
C 183 (92) 121 (95) 101(97) 164 (95) 43 (98) 116 (98) 19 (86)°
T 89 (45) 54 (42) 41(39) 70 (41) 22 (50) 46 (39) 10 (46)
NKC7
A 120 (60) 62(48) 53 (51) 84 (49) 26 (59) 59 (50) 11 (50)
T 172 (86) 114(89) 96 (92) 157 (91) 39(89) 110 (92) 18 (82)
NKC9
A 86 (43) 49 (38) 36(35) 65(38) 17 (39) 41 (35) 10 (46)
G 184 (92) 109 (85) 96 (92) 149(86) 73(98)* 100 (84) 17 (77)°
NKC10
A 89 (45) 50(39) 35(34) 66 (38) 16 (36) 42 (35) 10 (46)
T 186 (93) 122 (95) 101 (97) 165(95) 43 (98) 116 (98) 19 (86)"
NKC11
C 171 (86) 113 (88) 94 (90) 154 (89) 39 (89) 109 (92) 17 (77)
T 120 (60) 66(52) 57 (55) 88(51) 30 (68)° 65 (55) 12 (55)
NKC12
C 119 (60) 71(56) 63(61) 96(56) 32 (73)° 69 (58) 13 (59)
G 168 (84) 107 (84) 90 (87) 147 (85) 37 (84) 105 (88) 16 (73)
NKC17
C 124 (62) 87 (68) 67 (65) 118(68) 25(57) 78 (66) 13 (59)
G 165(83) 105(82) 84 (81) 142(82) 35(80) 96 (81) 17 (77)

a.b.¢ yiceracion vs. no ulceracién (P=0.033, Pc=0.26, OR=7; P=0.043, Pc=0.34 OR=2; P=0.041,
Pc=0.33, OR=2.1, respectivamente). d, metastasis en GC vs. controles (P=0.042, Pc=0.34,
OR=0.3). ® f, metastasis en GC vs. no metastasis GC (P=0.049, Pc=0.39, OR=1.32 , P=0.049,
Pc=0.39, OR=0.16, respectivamente). Abreviaturas: GC, ganglio centinela; NKC, complejo de

genes natural killer. El valor de la p fue determinado mediante el test exacto de Fisher bilateral.
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El analisis del polimorfismo de los SNPs de la region NKC fue ampliado al
estudio de los genotipos. Los resultados revelaron una frecuencia aumentada de
individuos con genotipo TT para el SNP NKC7 en el grupo de pacientes de
melanoma y en el grupo de pacientes con MES respecto al grupo control (51% vs.
40%; P=0.042, Pc=1.01, OR=1.51 y P=0.03, Pc=0.72, OR=1.5, respectivamente).
Por el contrario, la una frecuencia de individuos con genotipo AG para el SNP
NKC9 en el grupo de pacientes con melanoma y en el grupo de pacientes con
MES estaba disminuida respecto al grupo control (25% y 23% vs. 35%; P=0.026,
Pc=0.62, OR=0.62 y P=0.021, Pc=0.50, OR=0.6, respectivamente), como se
muestra en la tabla 40.

Al realizar dicho estudio segregando a los pacientes de acuerdo a las
caracteristicas clinicas al diagndstico, se encontré una disminucion en el numero
de individuos homocigotos AA para el SNP NKC9, homocigotos CC para el SNP
NKC11 y de aquellos homocigotos GG para el SNP NKC12 en el grupo de
pacientes con ulceracion respecto al grupo de pacientes sin ulceraciéon (2%, 32%
y 27% vs. 14%, 49% y 45%; P=0.033, Pc=0.79, OR=0.1; P=0.043, Pc=1.03,
OR=0.48; P=0.04, Pc=0.96, OR=0.46, respectivamente). Por el contrario, la
frecuencia de individuos con genotipo AA para el SNP NKC9 en el grupo de
pacientes que presentaban metastasis se encontraba aumentada respecto al
grupo control (23% vs. 8%; P=0.042, Pc=1.01, OR=3.4). Del mismo modo, la
frecuencia de individuos con genotipo AA para el SNP NKC10 en el grupo de
pacientes con metastasis también estaba aumentada respecto al grupo de
pacientes que no presentaban metastasis (14% vs. 2%; P=0.049, Pc=1.18,
OR=6.1) (tabla 41). Estas diferencias no alcazaron la significacion estadistica

cuando se aplico la correccion de Bonferroni.
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Tabla 40. Frecuencia genotipica de los SNPs NKC3, 4,7, 9, 10, 11, 12 y 17 de la

region NKC en pacientes de melanoma y controles.

Pacientes con melanoma
Subtipo histolégico

Genotipo Controles Totales MES MN
NKC N=200 (%) N=233 (%) N=162 (%) N=29 (%)
NKC3
CC 83 (42) 114 (49) 81 (50) 13 (45)
CG 86 (43) 94 (40) 62 (38) 14 (48)
GG 31 (15) 25 (11) 19 (12) 2(7)
NKC4
CC 111 (56) 138 (59) 97 (60) 15 (52)
CT 72 (36) 85 (37) 58 (36) 13 (45)
TT 17 (8) 10 (4) 7 (4) 1(3)
NKC7
AA 28 (14) 22 (9) 17 (11) 2(7)
AT 92 (46) 94 (40) 62 (38) 14 (48)
TT 80 (40) 117 (51)° 83 (51)° 13 (45)
NKC9
AA 16 (8) 27 (12) 21 (13) 3(10)
AG 70 (35) 58 (25)° 38 (23)° 9 (31)
GG 114 (57) 148 (63) 103 (64) 17 (59)
NKC10
AA 14 (7) 9 (4) 7 (4) 1(3)
AT 75 (38) 76 (33) 53 (33) 10 (35)
TT 111 (55) 148 (63) 102 (63) 18 (62)
NKC11
CiG 80 (40) 109 (47) 79 (49) 12 (41)
CT 91 (46) 99 (42) 63 (39) 15 (52)
TT 29 (14) 25 (11) 20 (12) 2(7)
NKC12
CiG 32 (16) 35 (15) 26 (16) 3(10)
CG 87 (44) 100 (43) 64 (40) 17 (59)
GG 81 (40) 98 (42) 72 (44) 9 (31)
NKC17
CiG 35 (17) 43 (18) 32 (20) 7 (24)
CG 89 (45) 112 (48) 73 (45) 14 (48)
GG 76 (38) 78 (34) 57 (35) 8 (28)

& b, pacientes de melanoma vs. controles (P=0.042, Pc=1.01, OR=1.51; P=0.026,
Pc=0.62, OR=0.62, respectivamente); © d, MES vs. controles (P=0.03, Pc=0.72,
OR=1.5; P=0.021, Pc=0.50, OR=0.6). Abreviaturas: MES, melanoma de extension

superficial; MN, melanoma nodular; NKC, complejo de genes natural killer. El valor de

la p fue determinado mediante el test exacto de Fisher bilateral.
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Tabla 41. Frecuencia genotipica de los SNPs NKC3, 4, 7, 9, 10, 11, 12 y 17 de la region

NKC en pacientes de melanoma segun las caracteristicas clinicas al diagnéstico.

Caracteristicas clinicas al diagnéstico
Grosor (mm) Ulceracion Metastasis en GC
<1 >1 No Si No Si

Genotipo Controles N=128 N=104 N=173 N=44 N=119 N=22
NKC N=200 (%) n (%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%)
NKC3

CcC 83 (42) 63 (49) 51 (49) 84 (49) 20 (46) 58 (49) 11 (50)
CG 86 (43) 50 (39) 43 (41) 70 (41) 19 (43) 50 (42) 6 (27)
GG 31 (16) 15(12) 10 (10) 19 (11) 5(11) 11 (9) 5 (23)
NKC4

CcC 111 (56) 74 (58) 63 (61) 103 (60) 22 (50) 73 (61) 12 (55)
CT 72 (36) 47 (37) 38 (37) 61 (35) 21 (48) 43 (36) 7 (32)
TT 17 (9) 7 (6) 3 (3) 9 (5) 1(2) 3(2) 3(14)
NKC7

AA 28 (14) 14 (11) 8 (8) 16 (9) 5(11) 9 (8) 4 (18)
AT 92 (46) 48 (38) 45 (43) 68 (39) 21 (48) 50 (42) 7 (32)
1T 80 (40) 66 (52) 51 (49) 89 (51) 18 (41) 60 (50) 11 (50)
NKC9

AA 16 (8) 19 (15) 8 (8) 24 (14) 1(2)* 19 (16) 5 (23)°
AG 70 (35) 30 (23) 28 (27) 41 (24) 16 (36) 22 (19) 5(23)
GG 114 (57) 79 (62) 68 (65) 108 (62) 27 (61) 78 (65) 12 (54)
NKC10

AA 14 (7) 5 (5) 3 (3) 8 (5) 1(2) 3(2) 3 (14)°
AT 75 (38) 44 (34) 32 (31) 58 (33) 15 (34) 39 (33) 7(32)
TT 111 (56) 78 (61) 69 (66) 107 (62) 28 (64) 77 (65) 12 (55)
NKC11

CcC 80 (40) 62 (48) 47 (45) 85 (49) 14 (32)° 54 (45) 10 (46)
CT 91 (46) 51 (40) 47 (45) 69 (40) 25 (57) 55 (46) 7 (32)
TT 29 (15) 15(12) 10 (10) 19 (11) 5(11) 10 (8) 5 (23)
NKC12

CcC 32 (16) 21 (16) 14 (13) 26 (15) 7 (16) 14 (12) 6 (27)
CG 87 (43) 50 (39) 49 47) 70 (40) 25 (57) 55 (46) 7 (32)
GG 81 (41) 57 (45) 41 (39) 77 (45) 12 (27)° 50 (42) 9 (41)
NKC17

CcC 35 (18) 23 (18) 20 (19) 31 (18) 9(21) 23(19) 5(23)
CG 89 (45) 64 (50) 47 (45) 87 (50) 16 (36) 55 (46) 8 (36)
GG 76 (38) 41 (32) 37 (36) 55 (32) 19 (43) 41 (35) 9 (41)

ab, ¢, ulceracion vs. no ulceracion (P=0.033, Pc=0.79, OR=0.1; P=0.043, Pc=1.03, OR=0.48;
P=0.04, Pc=0.96, OR=0.46, respectivamente). d, metastasis en GC vs. controles (P=0.042,
Pc=1.01, OR=3.4). ¢, metastasis en GC vs. no metastasis en GC (P=0.049, Pc=1.18,
OR=6.1). Abreviaturas: GC, ganglio centinela; NKC, complejo de genes natural killer. El valor

de la p fue determinado mediante el test exacto de Fisher bilateral.
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8. DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO DE LOS SNP DE LA
REGION NKC Y ASOCIACION CON EL DESARROLLO DE
MELANOMA.

Posteriormente, se realizé un estudio de desequilibrio de ligamiento entre
los SNPs localizados en la regidon NKC. Como se puede observar en la figura
48, los resultados de dicho estudio revelaron una fuerte asociacién entre los
SNPs NKC3, NKC7, NKC11 y NKC-12, y entre los SNPs NKC4, NKC9 y
NKC10, con un valor de r>>0.7. Los SNPs NKC3, NKC7, NKC11 y NKC12
mostraron una asociacion débil con los SNPs NKC4, NKC9 y NKC10, con un
valor de r’<0.7. Por otro lado, se observéd que el SNP NKC-17, localizado en la
region promotora del gen NKG2A, se encontraba muy débilmente asociado al
resto de SNPs. Estos resultados sugieren la existencia de un fuerte
desequilibrio de ligamiento entre los SNPs NKC3, NKC7, NKC11 y NKC12, y
entre los SNPs NKC4, NKC9 y NKC10. Ademas, muestran una ausencia de
desequilibrio de ligamiento entre el SNP NKC17 y el resto de los SNPs
estudiados. Por tanto, los resultados aqui expuestos sugieren la existencia de
dos grupos de SNPs claramente diferenciados, que permiten definir 2 bloques
de haplotipos. El primer grupo, al que denominamos bloque 1 (hb-1) que
incluye a los SNPs NKC3, NKC7, NKC11 y NKC12, y el segundo grupo, al que
denominamos bloque 2 (hb-2) compuesto por los SNPs NKC4, NKC9 y NKC10
(figura 48).
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NKC

SNPs 3 4 7 9 10 11 12
3

4 0.48

7 0.49

9 0.50 0.54

10 0.42 0.47

11 0.49 0.54 | 0.45

12 0.46 0.49 | 0.42

17 035|021 [ 035 | 0.21 | 0.17 | 0.37 | 0.29

IBquue1(hb-1) NKC-3-7-11-12 I

IBquueZ(hb-Z) NKC-4-9-10 |

Figura 48. Desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de la regién NKC. Se

representan los valores de r? para la asociacion de cada uno de los SNPs con el resto

de SNPs. Coloreados en rojo se muestran las casillas de las combinaciones de SNPs

con valores de r>>0.7 (alto grado de desequilibrio de ligamiento), en amarillo las

combinaciones de SNPs con 0.55r°<0.7, y en azul las combinaciones con r’<0.5. En el

pie de la figura se representan los dos bloques de SNPs con alto grado de

desequilibrio de ligamiento (r>>0.7), el bloque 1, constituido por los SNPs NKC3, 7, 11

y 12, y el bloque 2 constituido por los SNPs NKC4, 9 y 10. Los bloques de haplotipos

fueron definidos segun el método de Gabriel (Haploview 4.0). Abreviaturas: NKC,

complejo de genes natural killer; hb, bloque haplotipico; SNP, polimorfismo de

nucledtido simple.
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El estudio del bloque1 (hb-1) en la poblacién control permitié detectar una
serie de 14 haplotipos diferentes (tabla 42), siendo los dos haplotipos mas
frecuentes el haplotipo NK-1, formado por una C en el SNP NKC3, una A en el
SNP NKC7, una C en el SNP NKC11 y una G en el SNP NKC12, y el haplotipo
NK-2, constituido por una G en el SNP NKC3, una A en el SNP NKC7, una T
en el SNP NKC11 y una C en el SNP NKC12, con una frecuencia de 0.587 y
0.329 en el grupo control, respectivamente (tabla 43).

El resultado del analisis de los diferentes haplotipos del bloque 1 (hb-1)
revelo una frecuencia similar de los haplotipos mayoritarios NK-1 y NK-2 entre
el grupo de pacientes y el grupo control. Sin embargo, la frecuencia del
haplotipo NK-3, formado por una C en el SNP NKC3, una T en el SNP NKC7,
una C en el SNP NKC11 y una C en el SNP NKC12, estaba aumentada en el
grupo de pacientes con melanoma respecto al grupo control (4.8% vs. 1.5%;
P=0.007, Pc=0.098). Por el contrario, la frecuencia del haplotipo NK-10,
formado por una G en el SNP NKC3, una A en el SNP NKC7, una C en el SNP
NKC11 y una G en el SNP NKC12, estaba disminuida en el grupo de pacientes
con melanoma respecto al grupo control (0% vs. 1%; P=0.03, Pc=0.42), sin
embargo, dichas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica cuando
se aplicd la correccion de Bonferroni (tabla 43).

En un analisis posterior, se evaluo el riesgo de desarrollar melanoma en
individuos portadores de los diferentes genotipos constituidos por los dos
haplotipos mas frecuentes del bloque hb-1 en la poblacion estudiada (NK-1 y
NK-2). Dicho estudio no revel6 diferencias significativas respecto al riesgo de
desarrollar melanoma entre los individuos portadores de los genotipos
homocigotos (NK-1/NK-1, NK-2/NK-2) o heterocigoto (NK-1/NK-2) (tabla 44).
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Tabla 42. Haplotipos del bloque-1 de SNPs de la regién NKC (hb-1).

Haplotipo NKC
NKG2D 3 7 11 12
hb-1
NK-1 C T C G
NK-2 G A T C
NK-3 C T C C
NK-4 G T T C
NK-5 C A T C
NK-6 G A T G
NK-7 C T T C
NK-8 G T C G
NK-9 G T C C
NK-10 G A C G
NK-11 C A T G
NK-12 C A C G
NK-13 C T T G
NK-14 C A C C

Tabla 43. Frecuencia de los haplotipos del bloque-1 de SNPs de la region NKC
(hb-1).

Haplotipo Frecuencia Alélica

NKG2D P/Pc (xX°)
hb-1 Controles Pacientes
NK-1 0.587 0.619 0.33 (0.94)
NK-2 0.329 0.276 0.09 (2.87)
NK-3 0.015 0.048 0.007/0.098 (7.26)
NK-4 0.010 0.011 0.93 (0.008)
NK-5 0.010 0.011 0.92 (0.009)
NK-6 0.010 0.009 0.82 (0.052)
NK-7 0.005 0.013 0.23 (1.45)
NK-8 0.005 0.007 0.74 (0.11)
NK-9 0.005 0.006 0.84 (0.04)
NK-10 0.010 0.000 0.03/0.42 (4.56)
NK-11 0.005 0.000 0.14 (2.19)
NK-12 0.003 0.000 0.27 (1.19)
NK-13 0.003 0.000 0.31 (1.04)
NK-14 0.003 0.000 0.27 (1.21)

*controles sanos y pacientes con melanoma (n=400 y n=466 cromosomas,
respectivamente). Los valores de p y x? fueron determinados mediante test Chi-

cuadrado. Abreviaturas: hb-1, bloque haplotipico 1.
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Tabla 44. Riesgo de incidencia de melanoma para los genotipos NKG2D del
bloque hb-1.

Pacientes
con
Controles melanoma OR Valor de p

Genotipos n=200 n=233 (1C95%)
NKG2D hb-1 n(%) n(%)
NK-1/NK-1 73 (37) 92 (40) 1.135 (0.769-1.676) 0.55
NK-1/NK-2 80 (40) 84 (36) 0.846 (0.573-1.248) 0.23
NK-2/NK-2 24 (12) 20 (9) 0.689 (0.368-1.288) 0.27

*hb-1, Bloque haplotipico 1; OR, Odds ratio.

El estudio del bloque 2 (hb-2) en la poblacién control permitié detectar una
serie de 7 haplotipos diferentes (tabla 45), siendo los dos haplotipos mas
frecuentes el haplotipo NK-1, constituido por una G en el SNP NKC4, una G en
el SNP NKC9 y una T en el SNP NKC10, y el haplotipo NK-2, constituido por
una G en el SNP NKC4, una G en el SNP NKC9 y una T en el SNP NKC10,
con una frecuencia de 0.717 y 0.240 en el grupo control, respectivamente (tabla
46).

El resultado del analisis de los diferentes haplotipos del bloque 2 (hb-2)
reveld una frecuencia similar de los dos haplotipos mayoritarios (NK-1 y NK-2).
Sin embargo, la frecuencia del haplotipo NK-3, constituido por una G en el SNP
NKC4, una A en el SNP NKC9 y una T en el SNP NKC10, estaba
significativamente aumentada en el grupo de pacientes con melanoma respecto
al grupo control (3.9% vs. 0%; P=0.00009, Pc=0.0006) (tabla 46).

Posteriormente, se evalu6 el riesgo de desarrollar melanoma en
individuos portadores de los diferentes genotipos constituidos por los dos
haplotipos mas frecuentes del bloque hb-2 en la poblacion estudiada (NK-1 'y
NK-2). Dicho estudio no revel6 diferencias significativas respecto al riesgo de
desarrollar melanoma en los individuos portadores de los diferentes genotipos
homocigotos (NK-1/NK-1, NK-2/NK-2) o heterocigoto (NK-1/NK-2) (tabla 47).
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Tabla 45. Haplotipos del bloque-2 de SNPs de la region NKC (hb-2).

Haplotipos NKC

NKG2D 4 9 10
hb-2
NK-1 G G T
NK-2 A A A
NK-3 G A T
NK-4 A G T
NK-5 G G A
NK-6 A A T
NK-7 G A A

Tabla 46. Frecuencia de los haplotipos del bloque-2 de SNPs de la region NKC
(hb-2).

Haplotipos Frecuencia Alélica
NKG2D P/Pc (x°)

hb-2 Controles Pacientes
NK-1 0.717 0.732 0.63 (0.23)
NK-2 0.240 0.197 0.13 (2.30)
NK-3 0.000 0.039 0.00009/0.0006 (15.25)
NK-4 0.013 0.024 0.24 (1.35)
NK-5 0.015 0.004 0.10 (2.69)
NK-6 0.012 0.004 0.19 (1.67)
NK-7 0.003 0.000 0.31 (1.04)

*controles sanos y pacientes con melanoma (n=400 y n=466 cromosomas,
respectivamente). Los valores de p y x? fueron determinados mediante test Chi-

cuadrado. Abreviaturas: hb, bloque haplotipico.

Tabla 47. Riesgo de incidencia de melanoma para los genotipos NKG2D del
bloque hb-2.

Pacientes
con
Controles melanoma OR Valor de p

Genotipos n=200 n=233 (IC95%)
NKG2D hb-2 n(%) n(%)
NK-1/NK-1 105 (53) 137 (59) 1.291 (0.882-1.890) 0.21
NK-1/NK-2 65 (33) 56 (24) 0.657 (0.431-1.002) 0.054
NK-2/NK-2 13 (7) 8 (3) 0.511 (0.208-1.260) 0.18

*hb-2, Bloque haplotipico 2; OR, Odds ratio.
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9. LINFOCITOS T CD8+ y CELULAS NK QUE EXPRESAN
NKG2D EN SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON

MELANOMA

El estudio de las poblaciones de linfocitos TCD8+ y células NK que

expresan NKG2D se realizé en 48 pacientes con melanoma y 37 controles

sanos compatibles en edad y sexo. 33 de los pacientes fueron clasificados

dentro del estadio I-ll, 6 dentro del estadio Ill y en 9 de ellos no se dispuso de

informacion sobre el estadio clinico al diagndstico. Las caracteristicas clinicas y

demograficas de la serie de pacientes estudiada se describen en la tabla 48.

Tabla 48. Datos demograficos y caracteristicas clinicas de los pacientes

incluidos en el estudio de poblaciones celulares que expresan NKG2D.

Pacientes Edad/ Estadio Pacientes Edad/ Estadio
(n=48) Sexo Clinico (*) (n=48) Sexo Clinico (%)
1 42/M -1 25 53/H -1
2 24/M -1 26 61/H -
3 66/H -1l 27 70/H -1
4 68/H I-11 28 60/H -1
5 62/M -1 29 35/H -1
6 56/M -1 30 69/H -1
7 26/M - 31 56/H -1
8 68/M -1 32 70/M -
9 49/M -1 33 61/H -1
10 41/H I-11 34 55/H -1
11 45/H -1l 35 66/H -1
12 58/M -1 36 46/H -1
13 78/M - 37 55/M [-11
14 54/M -1 38 31/M -1
15 61/M -1 39 47/H 11
16 50/M 1] 40 34/H 11
17 64/M - 41 60/M [-11
18 52/M -1 42 60/H -1
19 39/H - 43 57/M -
20 43/H I-11 44 50/M 11
21 68/M -1 45 30/H 11
22 51/M - 46 51/H -1
23 35/M - 47 38/M [-11
24 67/H [l 48 24/H [-11

*Estadios clinicos segun la AJCC.
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Los resultados del analisis de poblaciones celulares que expresan el
receptor NKG2D en sangre perférica de pacientes con melanoma y controles
mostraron un aumento en el numero de linfocitos TCD8+ NKG2D+ en
pacientes con melanoma respecto al grupo control, sin embargo dicho aumento
no alcanzo la significacion estadistica (figura 49A). Los valores absolutos de
células NKCD56°™ NKG2D+ y NKCD56°"9" NKG2D+ fueron similares en el
grupo de pacientes con melanoma y el grupo control (figura 49A).

Al segregar los pacientes de melanoma en los distintos estadios clinicos,
se observo un aumento del numero de linfocitos TCD8+ NKG2D+ en el grupo
de pacientes con melanoma en estadio |-l respecto al grupo control y al grupo
de pacientes en estadio Ill, aunque dicho aumento no alcanzé la significacion
estadistica (figura 49B). Los valores absolutos de células NKCD56%™ vy
NKCD56°™" fueron similares en los grupos de pacientes con melanoma en

estadio I-ll, estadio Il y en el grupo control (figura 49B).
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Células NKG2D+/ul

TCD8 NKs NKs TCD8 NKs NKs
CD56dim  CD56bright CDS56dim  CD56bright

Figura 49. Poblaciones de células que expresan NKG2D en sagre periférica de
pacientes con melanoma y controles. (A) Células NKG2D+/pyl en pacientes y
controles. Pacientes (n=48); Controles (n=37). (B) Células NKG2D+/ul en pacientes en
estadio I-1l, estadio Ill y controles. Pacientes en estadio I-1l (n=33), pacientes en estadio
Il (n=6), controles (n=37). El numero de células se representa como la media + SEM.
Los valores de p fueron determinados mediante el test ANOVA de una via y kruskal-

wallis.

157



Resultados

En un analisis posterior, se estudio la intensidad media de fluorescencia
(IMF) de NKG2D en células de sangre periférica de pacientes con melanoma y
controles. Los resultados mostraron un aumento significativo en la expresion de
NKG2D en los linfocitos TCD8+, células NKCD56%™ y células NKCD56""" en
pacientes de melanoma respecto al grupo control (P=0.0003, P=0.0014 vy
P=0.0138, respectivamente) (figura 50).

El estudio de la intensidad media de fluorescencia del receptor NKG2D
sobre los linfocitos TCD8+ y las células NK también se realiz6 agrupando a los
pacientes en estadio I-Il y aquellos en estadio Ill. Los resultados revelaron un
aumento significativo de la expresion de NKG2D en los linfocitos TCD8+ de los
pacientes en estadio I-Il y en estadio lll respecto al grupo control (P=0.01 y
P=0.006, respectivamente) (figura 50A). Del mismo modo, se encontré una
expresion aumentada de NKG2D en las células NKCD56%™ de los pacientes en
estadio I-Il y en estadio Ill respecto al grupo control (P=0.0187 y P=0.0048,
respectivamente) (figura 50B). También se observé una expresion aumentada de
NKG2D en las células NKCD56"9" de los pacientes en estadio I-Il y en estadio
[l en comparacion con el grupo control (P=0.0289 y P=0.0003, respectivamente),
asi como una expresion aumentada de NKG2D en las células NKCD56""" de
los pacientes en estadio Il respecto a los pacientes en estadio I-l1l (P=0.0151)
(figura 50C).
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Figura 50. Intensidad media de fluorescencia (IMF) del receptor NKG2D en
poblaciones linfocitarias de sangre periférica de pacientes con melanoma y
controles. (A) IMF de NKG2D en linfocitos TCD8+ de pacientes con melanoma
(totales, en estadio I-ll, en estadio Ill) e individuos sanos. (B) IMF de NKG2D en
células NKCD56"™ de pacientes con melanoma (totales, en estadio I-1l, en estadio IlI)
e individuos sanos. (C) IMF de NKG2D en células NK CD56°"" de pacientes con
melanoma (totales, en estadio I-Il, en estadio Ill) e individuos sanos. Controles (n=37),
pacientes (n=48), pacientes en estadio I-Il (n=33), pacientes en estadio Ill (n=6). El n°®
de células se representa como la media + SEM. Los valores de p fueron determinados
mediante un test t-student desapareado de 2 colas. Abreviaturas: Pac=grupo total de
pacientes, Pac I-ll=pacientes en estadio I-ll, Pac lll=pacientes en estadio Ill,
IMF=Intensidad media de fluorescencia.
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10. POLIMORFISMO DEL GEN MICA EN PACIENTES CON
MELANOMA

Con la finalidad de estudiar el papel del polimorfismo del locus MICA en el
melanoma cutaneo, se analizé la frecuencia de los distintos alelos del gen
MICA en el grupo de pacientes con melanoma y el grupo control. En dicho
analisis, se encontr6 una frecuencia significativamente aumentada del alelo
MICA*009 en pacientes con melanoma respecto al grupo control (27% vs. 14%;
P=0.005, Pc=0.03, OR=2.14, 1C95%=1.31-3.49) (tabla 49). Por el contrario, la
frecuencia de los alelos MICA*002, MICA*010 y MICA*019 estaba disminuida
en pacientes con melanoma respecto al grupo control (17%, 2% y 1% vs. 28%,
6% y 4%; P=0.004, Pc=0.07, OR=0.5, 1C95%=0.32-0.80; P=0.022, Pc=0.37,
OR=0.27, 1C95%=0.09-0.86; P=0.014, Pc=0.24, OR=0.10, 1C95%=0.01-0.83,
respectivamente); sin embargo, estas diferencias no alcanzaron la significacion
estadistica al aplicar la correccion de Bonferroni (tabla 49).

Ademas, también se realizd un estudio para comparar la frecuencia de los
distintos alelos del gen MICA entre los grupos de pacientes con melanoma
segregados en funciéon de las caracteristicas clinicas al diagndstico (grosor
tumoral, ulceracion y metastasis en ganglio centinela), y el grupo de control,

aunque el resultado no revel¢ diferencias significativas (datos no mostrados).
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Tabla 49. Frecuencia de los distintos alelos del gen MICA en pacientes con

melanoma y controles.

Controles Pacientes con melanoma

Alelos Nn_%‘% ’:‘1_(20/3)3 FiPc
MICA*001 24 (12) 38 (16)
MICA*002 57 (28) 39 (17)° 0.004/0.07
MICA*004 52 (26) 77 (33)
MICA*005 1(0.5) 0 (0)
MICA*006 1(0.5) 0 (0)
MICA*007 12 (6) 14 (6)
MICA*008 105 (52) 117 (50)
MICA*009 29 (14) 62 (27)° 0.002/0.03
MICA*010 12 (6) 4 (2)° 0.022/0.37
MICA*011 17 (8) 23 (10)
MICA*012 5(2) 7 (3)
MICA*015 7(3) 2(1)
MICA*016 14 (7) 26 (11)
MICA*017 6 (3) 11 (9)
MICA*018 11(5) 17 (7)
MICA*019 8 (4) 1 (1) 0.014/0.24
MICA*027 2(1) 0 (0)

2, pacientes vs. controles (17% vs. 28%, P=0.004, Pc=0.07); b, pacientes vs. controles (27%
vs. 14%, P=0.002, Pc=0.03); ¢, pacientes vs. controles (2% vs. 6%, P=0.02, Pc=0.37); d,
pacientes vs. controles (1% vs. 4%, P=0.014, Pc=0.24). Abreviaturas: MICA, major
histocompability complex class | chain-related gene A. El valor de p fue determinado

mediante el test exacto de Fisher bilateral.

161



Resultados

En base al desequilibrio de ligamiento previamente descrito en varias
poblaciones humanas entre los alelos MICA*009 y HLA-B*51 (Petersdorf et al
1999, Gao et al 2006, Lucas et al 2008), se realizdé un analisis para estudiar la
posible asociacion entre la combinacion MICA*009/HLA-B*51 y el desarrollo de
melanoma cutaneo. En primer lugar, se confirmo la existencia de una fuerte
asociaciéon entre MICA*009 y HLA-B*51 tanto en el grupo de pacientes como
en el grupo control (tabla 50). Ademas, esta asociacion fué mas fuerte en el
grupo de pacientes que en el grupo control, ya que 31 de los 62 pacientes
(50%) que presentaban el alelo MICA*009 coexpresaban HLA-B*51, mientras
que en el grupo control 12 de los 29 controles (41%) que presentaban el alelo
MICA*009 coexpresaban HLA-B*51. De hecho, la frecuencia de individuos que
coexpresaban MICA*009 y HLA-B*51 fue significativamente mayor en el grupo
de pacientes que en el grupo control (13% vs. 6%, respectivamente, P=0.015).
Sin embargo, tras realizar un analisis de regresion logistica multivariante, los
resultados mostraron que la combinacion MICA*009/HLA-B*51 no parecia estar
asociada con un mayor riesgo de desarrollar melanoma, mientras que
MICA*009 si parecia estar asociado a un mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad, sin embargo no alcanz6 la significacion estadistica probablemente

debido al numero de individuos estudiados (tabla 51).

Tabla 50. Asociacion entre MICA*009 y HLA-B*51 en pacientes con melanoma y

controles.
Controles Pacientes melanoma
N=200 N=233
MICA*009 HLA-B*51 n (%) n (%) Valor p
+ + 12 (6) 31 (13) 0.015
+ - 17 (8.5) 31 (13)
- + 5 (2.5) 6 (3)
- - 166 (83) 165 (71)
Valor p < 0.0001 <0.0001

Abreviaturas: MICA, major histocompability complex class | chain-related gene A. HLA,

Human leukocyte antigens. El valor de p fue determinado por el test exacto de Fisher.
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Tabla 51. Analisis de regresion logistica multivariante del efecto de MICA*009 y

la combinacion MICA*009/HLA-B*51 en la susceptibilidad al melanoma.

Grupo de pacientes  Genotipo OR IC95% Valor P

Total de pacientes Edad 1.01  0.99-1.02 0.29
Sexo 094 0.64-1.38 0.75
MICA*009 1.76 0.93-3.31 0.08
MICA*009/HLA-B*51 1.42 0.58-3.47 0.44

Abreviaturas: MICA, major histocompability complex class | chain-related gene A; HLA,
antigenos leucocitarios humanos; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza. Nota: Las
comparaciones se realizaron entre el grupo total de pacientes y el grupo control como

grupo de referencia.

Posteriormente, se valoré la influencia del dimorfismo en posicion 129 de los
alelos MICA en la suceptibilidad y el prondstico del melanoma. En la tabla 52 se
muestran las frecuencias alélicas y genotipicas del dimorfismo MICA-129 en
pacientes con melanoma y en el grupo control. Como puede observarse, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de los
alelos portadores de Val o Met en la posicion 129 del gen MICA entre el grupo de
pacientes y el grupo control. Asi mismo, tampoco se observaron diferencias
significativas cuando se analiz6 la frecuencia de los genotipos homocigoto
Val'®/Val'® homocigoto Met'?*/Met'?® y heterocigoto Met'?*/Val'?®, entre el grupo
de pacientes y el grupo control (tabla 52).

En un analisis subsiguiente se examino el dimorfismo en posicion 129 del
gen MICA atendiendo a las caracteristicas clinicas al diagnostico. Los resultados
de dicho andlisis no revelaron diferencias estadisticamente significativas (tabla
53).
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Tabla 52. Frecuencias alélicas y genotipicas del dimorfismo MICA-129 en

pacientes con melanoma y controles.

Pacientes
con
Controles melanoma Valor de p

Polimorfismo MICA-129 N=200 N=233

N(%) N(%)
Alelos
Val'? 177 (88) 209 (90) 0.76
Met'? 122 (61) 131 (56) 0.33
Genotipos
Val/Val'® 78 (39) 102 (44) 0.33
Met/Val'?® 99 (49) 107 (46) 0.50
Met/Met'? 23 (12) 24 (10) 0.76

Abreviaturas: MICA, Major Histocompability Complex class | chain-related gene A; Met,
Metionina; Val, Valina. El valor de la p para la susceptibilidad a la enfermedad fue

determinado mediante un test de Fisher bilateral.

Tabla 53. Frecuencias alélicas y genotipicas del dimorfismo MICA-129 en pacientes con

melanoma y controles segun las caracteristicas clinicas al diagnéstico.

Pacientes con melanoma

Caracteristicas clinicas al diagnéstico

Grosor (mm) Ulceracién Metastasis en
GC
Polimorfismo  Controles <1 >1 No Si No Si
MICA-129 N=200 N=128 N=104 N=173 N=44 N=119 N=22
n (%) n(%) n(%) n() n) n) n)
Alelos
Val'?® 177 (88)  115(90) 93 (89) 157 (91) 37 (84) 108 (91) 20 (91)
Met'# 122 (61) 70 (55) 60 (58) 101 (58) 24 (54) 70(59) 12 (54)
Genotipos
Val/Val'?® 78 (39) 58 (45) 44 (42) 72 (42) 20(45) 49 (41) 10 (46)
Met/Val'® 99 (49) 57 (44) 49 (47) 85(49) 17 (39) 59 (50) 10 (45)
Met/Met'?° 23 (12) 13(10) 11 (11) 16(9) 7(16) 11(9) 2(9)

Abreviaturas: MICA, major histocompability complex class | chain-related gene A; GC, Ganglio
centinela; Met, Metionina; Val, Valina. Las comparaciones entre los grupos de pacientes y el grupo

control se realizaron mediante un test Chi-cuadrado.
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11. MICA SOLUBLE EN PACIENTES CON MELANOMA

En un analisis posterior, se realizd la determinacion de la concentracién de
MICA soluble en muestras de plasma obtenidas en el momento del diagndstico,
de 30 pacientes con melanoma cutaneo y 26 controles sanos. De los 30
pacientes, 14 tenian un genotipo MICA-129 homocigoto V/V, 3 un genotipo
homocigoto M/M, 10 un genotipo heterocigoto M/V, y en 3 de ellos no se dispuso
de informacion acerca del genotipo. En lo que respecta al estadio clinico, 21 de
los pacientes se clasificaron dentro de los estadios I-Il, 5 dentro del estadio Ill, y

en 4 de ellos no se dispuso de informacion acerca del estadio clinico (tabla 54).

Tabla 54. Datos demograficos, caracteristicas clinicas y genotipo MICA de los

pacientes incluidos en el estudio de MICA soluble.

Pacientes Edad/Sexo Genotipo Estadio clinico*
(n=30) MICA
1 66/H VIV -l
2 61/M M/V -1l
3 52/M MV -1l
4 51/M VIV -1l
5 68/M M/V -1l
6 51/M M/V -1l
7 70/H M/V -1l
8 69/H VIV -11
9 56/H VIV -11
10 61/H VIV -1l
11 56/H VIV -1l
12 46/H MV -1l
13 55/M VIV -1l
14 31/M MV -1l
15 47MH VIV i
16 34/H VIV 11
17 60/H M/M -1l
18 57/M VIV -1l
19 30/H M/V i
20 53/H M/M Il
21 24/H M/M -1l
22 45/H VIV -1l
23 60/H VIV 11
24 63/M - -
25 69/H VIV -1l
26 62/H MV -1l
27 61/M VIV -1l
28 68/M M/V -
29 57/M - -
30 60/H - -

M, Metionina; V, Valina; MICA, secuencia polipeptidica A relacionada con el

MHC de clase [; * Estadios clinicos segun AJCC.
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Como se muestra en la figura 51, la concentracion media de MICA soluble
era similar entre el grupo de pacientes en estadios tempranos (I-1l) y el grupo
control, sin embargo, se encontraba disminuida en el grupo de pacientes en

estadio Ill, aunque la diferencia no alcanzé la significacién estadistica.
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Figura 51. Concentracion de MICA soluble en pacientes de melanoma y controles
sanos. La concentracion de MICA soluble en pg/ml se representa como la media + SEM.
Controles en verde (n=26); Pacientes en rojo (n=30); Estadio I-Il en azul (n=21); Estadio llI
en gris (n=5). Las comparaciones entre los grupos de pacientes y el grupo control fueron

realizadas empleando el test t-Student y el test de Mann-Whitney.

En base a un estudio previo realizado “in vitro” con lineas celulares humanas
de melanoma, donde se describe que las moléculas MICA-129Met son liberadas
de la membrana celular en mayor medida que las moléculas MICA-129Val
(Isernhagen A et al 2015), se analiz6 el nivel de MICA soluble en pacientes de

melanoma en funcién del dimorfismo MICA-129.
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Como se observa en la figura 52, la concentracion media de MICA soluble se
encontraba significativamente aumentada en aquellos individuos portadores de
MICA-129* incluyendo aquellos pacientes homocigotos para metionina (MICA-
129Met™Mety - 5 heterocigotos (MICA129Me™Va)  en comparacién con aquellos
pacientes que no presentaban MICA-129M¢! y que, por tanto, eran homocigotos
para valina (MICA129V2"Va,
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Figura 52. Concentracion de MICA soluble en pacientes de melanoma segun el
dimorfismo MICA-129. Se representa la concentracion de MICA soluble (pg/ml) como
la media + SEM. MICA-129"! (n=13); MICA-129"2"V® (n=14). Las comparaciones entre

los grupos de pacientes fueron realizadas empleando el test de Mann-whitnney.
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12. INFLUENCIA DEL DIMORFISMO MICA-129 EN LA
SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES CON MELANOMA

Los resultados con respecto al efecto del dimorfismo MICA-129 en la
supervivencia a 10 afnos de los pacientes con melanoma, mostraron una
supervivencia significativamente menor en pacientes con presencia de un alelo
de la variante MICA-129M" que en el grupo de pacientes que no presentaban
alelos MICA-129™®" (homocigotos MICA-129V"Vay (87% vs. 95%, P=0.008)
(figura 53A). Esta disminucion en la supervivencia se observd tanto en los
pacientes con genotipo MICA-129Me™et como en aquellos con genotipo MICA-
129Me"™Val regpecto a los pacientes con genotipo MICA-129"#Va sin embargo,
unicamente alcanzé la significacion estadistica en el caso de los pacientes con
genotipo MICA-129M"Va (P=0.008) y no en el caso de los pacientes con
genotipo MICA-129Me™et (p=0 06), probablemente debido al numero reducido

de pacientes incluidos en este grupo (figura 53B).
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Figura 53. Efecto del dimorfismo MICA-129 en la supervivencia de los pacientes
con melanoma. Presencia (n=129)/ausencia (n=102) de la variante MICA-129"" (B);
Pacientes con genotipo MICA-129Y3"V¥ (n=102) (linea azul), MICA-129""Met (1=23)
(Iinea roja), MICA-129""V (n=106) (linea verde) (B). Las comparaciones entre grupos

se realizaron mediante un test de Log-rank.
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1. INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES KIR Y
LOS LIGANDOS HLA-I EN EL DESARROLLO DEL MELANOMA
CUTANEO

En el presente trabajo se ha estudiado la influencia del polimorfismo de
los genes KIR y de las combinaciones entre los genes KIR y sus ligandos HLA
de clase | en la susceptibilidad y caracteristicas clinicas al diagnostico de un
grupo de 232 pacientes con melanoma cutaneo provenientes de la region de
Murcia. La frecuencia observada de los genes KIR estudiados en el grupo
control es similar a la observada previamente en otras poblaciones
caucasoides (Middleton and Gonzelez 2010). El estudio individual de los genes
KIR en la poblacion de pacientes con melanoma en comparacion con el grupo
control no ha revelado asociaciones significativas, de la misma manera que
otro estudio realizado previamente en una serie de pacientes bulgaros con
melanoma (Naumova et al. 2005). Sin embargo, al segregar al grupo de
pacientes con melanoma en los dos tipos histolégicos de melanoma mas
representados (MES y MN), se ha observado un efecto protector del gen
KIR2DL3 frente al desarrollo de MN y de ulceracion de la lesion tumoral en
pacientes con diagnostico de MN. Estos resultados sugieren que los estudios
de asociacion de los genes KIR con el melanoma cutaneo, deben considerar no
sélo los pacientes con melanoma en su conjunto, sino los diferentes subtipos
histoldgicos e incluso las caracteristicas clinicas al diagndéstico.

Ademas, el presente estudio ha revelado una asociacion entre el genotipo
KIR2DL3+/C1+ y la proteccion frente al desarrollo de melanoma y de
metastasis en ganglio centinela en pacientes diagnosticados de MES y MN.
Este efecto beneficioso de la combinacion KIR2DL3/ligando C1, confirma el
papel ventajoso, previamente observado, del grupo de ligandos HLA-C del
grupo C1 en el melanoma cutaneo (Campillo et al. 2006a), que segun los
resultados aqui presentados, podria ser explicado en el contexto de individuos
en los que el receptor inhibidor KIR2DL3 coexiste con su ligando C1 especifico.

En esta misma linea, también se ha descrito una menor susceptibilidad de
los individuos portadores del par KIR2DL3/C1 frente a diferentes patologias

infecciosas como la infeccidon por el virus de la hepatitis C (Knapp et al. 2010),
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el virus del dengue (Beltrame LM et al. 2013), o la toxoplasmosis ocular (Ayo
CM et al. 2016), y autoinmunes, como la colitis ulcerosa (Jones DC, et al 2006).

No obstante, y contrariamente al efecto protector anteriormente descrito,
existen estudios que han asociado la combinacion KIR2DL3/C1 con una mayor
suceptibilidad frente a ciertas patologias infecciosas como la malaria cerebral
(Hirayasu, K et al. 2012), y autoinmunes, como la enfermedad de Crohn (Diaz-
Pefa, R et al. 2016).

Desde un punto de vista funcional, los resultados aqui descritos podrian
explicarse de acuerdo con la jerarquia de afinidad previamente publicada entre
los receptores KIR expresados en las células NK y sus ligandos HLA de clase |
expresados en las células diana (Boyington J. C et al. 2001, Parham P. 2005,
Winter C.C et al. 1998). De acuerdo con esta jerarquia, la baja afinidad del
receptor KIR2DL3 por sus ligandos C1 podria conducir a una débil inhibicién de
las células NK, que resultaria en una disminucion en el umbral de activacién de
las mismas y por lo tanto en un ataque mas eficiente frente a las células del
melanoma.

Sin embargo, el hecho de que los individuos que carecen de KIR2DL3
(homocigotos para KIR2DL2) y que son portadores de ligandos C1 estén mas
representados en el grupo de pacientes con MN y en el grupo de pacientes con
ulceracion, podria explicarse por la mayor afinidad de KIR2DL2 que KIR2DL3
por su ligando C1 correspondiente (Moesta, et al. 2008), lo que daria lugar a
una fuerte inhibicion de las células NK, favoreciendo, de este modo, el
desarrollo de la variante mas agresiva de la enfermedad. Ademas, y dado que
casi la totalidad de los pacientes de nuestra serie expresan KIR2DL1 (receptor
especifico para ligandos C2 con una afinidad muy alta), en aquellos individuos
homocigotos para KIR2DL2, la inhibicidon mediada por los receptores KIR2DL2
y KIR2DL1 al interactuar con sus ligandos correspondientes C1 y C2,
respectivamente, podria resultar en una mayor inhibicién de las células NK, y
por tanto, en un ataque menos eficiente frente a las células de melanoma.

Ademas de lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo también
se ha observado una asociacion positiva entre KIR2DL5 y el desarrollo de

ulceracion, que podria ser explicada por la existencia de un alto grado de
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desequilibrio de ligamiento entre los genes KIR2DL5 y KIR2DL2 (Parham P.
2005).

Otro hallazgo del presente estudio, es que los individuos homocigotos
para ligandos del grupo C2 estan mas representados en el grupo de pacientes
con MES y en el grupo de pacientes que presentan metastasis en ganglio
centinela. Esta asociaciacion descrita en los pacientes homocigotos para
ligandos C2, ocurre concretamente en aquellos individuos que presentan el gen
para el receptor inhibidor KIR2DL1 en ausencia del gen para el receptor
activador KIR2DS1 (genotipo KIR2DL1+/S1-C2C2), y no en aquellos que
presentan los genes para ambos receptores (genotipo KIR2DL1+/S1+C2C2).
Estos resultados, confirman estudios previos llevados a cabo por nuestro
grupo, en los que se describe una mayor susceptibilidad de los individuos
C2C2 al desarrollo de melanoma y de metastasis en ganglio centinela
(Campillo et al. 2006a), y que, a la vista de los resultados que aqui se exponen,
podrian explicarse en el contexto de individuos que presentan el genotipo
KIR2DL1+/S1- con ligandos C2 en homocigosis.

En la misma linea que los resultados de este trabajo, también se ha
descrito un tiempo de supervivencia libre de metastasis mas corto en pacientes
C2C2 diagnosticados de melanoma uveal (Maat et al. 2009). Por el contrario,
en una serie de pacientes bulgaros se ha descrito una ausencia de asociacién
del genotipo KIR2DL1+/S1-C2C2 con el desarrollo de melanoma cutaneo
(Naumova et al 2005). Las discrepancias entre los resultados aqui expuestos y
los del grupo de Naumova, no son inusuales en estudios de asociacion entre
genotipos KIR/HLA y enfermedad, y podrian deberse a variaciones étnicas y/o
a la heterogeneidad de los factores genéticos y ambientales caracteristicos de
cada poblacion.

Desde un punto de vista funcional, y de acuerdo con un estudio realizado
por el grupo de Cognet (Cognet et al. 2010), la susceptibilidad al desarrollo de
melanoma y de metastasis en ganglio centinela en el grupo de pacientes con
genotipo KIR2DL1+/S1-/C2C2 aqui descrita, podria explicarse mediante la
sihuiente hipotesis: en los individuos con genotipo KIR2DL1+/S1- vy
homocigotos para ligandos del grupo C2, la ausencia del receptor activador

KIR2DS1 seria responsable de una mayor inhibicion de la actividad anti-
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tumoral de las células NK y los linfocitos T CD8+, mediada por la interaccion
entre el receptor inhibidor KIR2DL1 y sus ligandos C2, lo que daria lugar a un
ataque menos eficaz frente a las células tumorales y por tanto, a una mayor
susceptibilidad al desarrollo de melanoma y de metastasis en ganglio centinela.

Por el contrario, en las células NK y linfocitos T CD8+ de individuos con
genotipo KIR2DL1+/S1+C2C2, la sefal de activacion transmitida por el receptor
KIR2DS1 podria contrarrestar, al menos en parte, la sefal de inhibicion
transmitida por el receptor KIR2DL1 a través de su interaccién con ligandos
HLA-C del grupo C2 expresados en células de melanoma (Carrega et al 2009;
Larrieu et al. 2008; Martayan et al., 1999), lo que, en ultima instancia, podria
resultar en una mayor activacion de las células NK'y linfocitos T CD8 + y limitar,
de este modo, la susceptibilidad frente al melanoma. Sin embargo, para
confirmar esta hipoétesis seria necesaria la realizacion de estudios funcionales.

Estos resultados, proporcionan una evidencia indirecta de la vinculacion
que se ha establecido entre la activacion del receptor KIR2DS1 y la fase
efectora de las células NK en modelos “in vitro” (Chewning et al 2007; Fauriat
et al., 2010), y en trasplante haploidéntico de células madre hematopoyéticas
(Pende et al 2009; Venstrom et al 2012).

Por otra parte, dada la importancia del epitopo HLA-Bw4 como ligando del
receptor KIR3DL1, se considerd de interés valorar su posible influencia en el
desarrollo del melanoma. En este sentido, se revisd no solo el posible efecto
del epitopo HLA-Bw4, sino también el de su dimorfismo en posicion 80 (Thr80/
lle80), no encontrando, en ningun caso, una correlacion con la susceptibilidad
y/o prondstico del melanoma. En conjunto, estos resultados son similares a los
publicados por el grupo de Naumova (Naumova et al. 2005), donde no se
encontraron diferencias significativas respecto al dimorfismo en posicion 80 del
epitopo HLA Bw4 entre el grupo de pacientes con melanoma y el grupo control.

Por otro lado, debido a que las células NK vy linfocitos T CD8+ de sangre
periférica pueden ejercer una accién fundamental en la inmunovigilancia y en la
defensa frente a tumores, que viene determinada por la integracién de sefales
procedentes de receptores activadores e inhibidores, se realizé un estudio para
evaluar las poblaciones célulares que expresan receptores activadores KIR2DS

e inhibidores KIR2DL en sangre periférica de pacientes con melanoma.
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Entre los resultados de dicho estudio, es importante destacar, el aumento
observado en el numero de células NK que expresan los receptores CD158a/h
(KIR2DL1/S1) en pacientes con melanoma en estadios I-Il y Il (libres de
metastasis distales) con respecto al grupo control, hallazgo ya observado con
anterioridad por nuestro grupo (Campillo et al. 2006b). Dicho aumento, se
observa principalmente en individuos heterocigotos para ligandos HLA-C
(C1C2). Por el contrario, las células NK que expresan los receptores CD158bl/j
(KIR2DL2/2DL3/2DS2), estan igualmente representadas en pacientes con
melanoma y controles. Ademas, el aumento de las células NK CD158a/h
parece producirse a expensas de clones de células NK que expresan el
receptor activador KIR2DS1 en ausencia del receptor inhibidor KIR2DL1
(2DS1+2DL1-), asi como de clones de células NK que expresan KIR2DS1 en
ausencia de otros receptores KIR con funcién inhibidora (KIR2DS1+2DL1-
2DL2/L3/S2-3DL1-). Estos hallazgos, parecen indicar la activacion de una
respuesta inmunolégica temprana mediada por clones de células NK
KIR2DS1+ frente al melanoma.

En esta linea, hay que destacar, que la interaccion del receptor activador
KIR2DS1 con su ligando HLA-C2 contribuye a la reactividad de las células NK
contra las células tumorales “in vitro” (C.A. Stewart et al 2005, J.H. Chewning et
al 2007, D. Pende et al 2009). También se ha observado que el reconocimiento
de HLA-C2 por el receptor activador KIR2DS1 esta implicado en la actividad
anti-leucémica mediada por células NK alorreactivas (S. Giebel et al 2009; S.
Verheyden et al 2005). Ademas, en alo-trasplantes de células madre
hematopoyéticas, las células NK KIR2DS1+ alorreactivas derivadas de
donantes desempefian un papel crucial en el tratamiento de la leucemia aguda
mediante la erradicacién de los blastos leucémicos (efecto GVL), asi como
mediante la eliminacién de células dendriticas y linfocitos T residuales del
receptor, previniendo de este modo la EICH y el rechazo del injerto,
respectivamente (E. Marcenaro et al 2011).

Ademas, también se ha demostrado que los clones de células NK que
expresan KIR2DS1 de donantes heterocigotos para HLA-C (C1C2) u
homocigotos HLA-C del grupo C1 (C1C1), muestran reactividad frente a células

diana que expresan el ligando correspondiente HLA-C2. Por el contrario, en
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donantes homocigotos para HLA-C2, se ha observado una disminucion de la
frecuencia de clones de células NK KIR2DS1 con reactividad frente a HLA-C2
“In vitro” (Pittari et al 2013). Estos resultados demuestran que los donantes
heterocigotos para HLA-C (C1C2) no expresan suficiente ligando C2 para
inducir tolerancia en las células NK KIR2DS1, mientras que los donantes
homocigotos para HLA-C2 (C2C2) si expresarian suficiente densidad del
ligando especifico C2 en el donante para inducir dicha tolerancia (Pittari et al
2013).

Estos hallazgos, junto a los resultados obtenidos en el presente trabajo
que indican una mayor susceptibilidad al melanoma y al desarrollo de
metastasis en ganglio centinela en individuos con genotipo C2C2, cuyos clones
de células NK KIR2DS1 serian hiporreactivos frente a HLA-C2, y también en
individuos con genotipo KIR2DL1+/2DS1-C2C2, que carecerian de clones de
células NK KIR2DS1, sugieren que dichos clones de células NK pueden jugar
un papel importante en la respuesta inmunologica frente al melanoma, asi
como en el control de su diseminacién metastasica.

En el presente estudio, también se ha analizado la influencia de los
genotipos de los ligandos HLA-C (C1C1), (C1C2), (C2C2), del gen KIR2DL3 y
de los genotipos KIR2DL3+/C1+ y KIR2DL1+/2DS1-C2C2 en la supervivencia a
10 afos de los pacientes con melanoma. A diferencia de la predisposicion que
parecen conferir los genotipos HLA-C C2C2 y KIR2DL1+/2DS1-C2C2 al
desarrollo de MES y de metastasis en GC, la supervivencia a 10 afios no
parece verse afectada por la presencia de los mismos. Del mismo modo, la
presencia del gen KIR2DL3, asociada con la proteccion frente al desarrollo de
MN vy de ulceracion, y la presencia del genotipo KIR2DL3+/C1 asociada con un
efecto protector frente al desarrollo de MES y de metastasis en GC, no parecen
influir significativamente en la supervivencia, lo que sugiere que las
interacciones de los receptores KIR con sus ligandos HLA-C podrian ser
importantes en el control de la proliferacion tumoral y de la diseminacién a los
ganglios regionales en los estadios tempranos de la enfermedad, mientras que
la evolucion a largo plazo de los pacientes y por tanto la supervivencia, podria

estar influenciada, ademas, por otros factores.
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En conjunto, los resultados aqui presentados muestran que la ausencia
de KIR2DL3 (es decir, la presencia de KIR2DL2 en homocigosis), en pacientes
portadores de ligandos C1 podria representar un factor de riesgo para el
desarrollo de melanoma nodular y para la progresiéon a la ulceracién de la
lesion tumoral. Ademas, también muestran una asociacién entre el genotipo
KIR2DL3+/C1+ y la proteccion frente al desarrollo de melanoma y de
metastasis en ganglio centinela en pacientes diagnosticados de MES y MN.

Por otra parte, la presencia de KIR2DL1 en ausencia del gen KIR2DS1,
podria ser considerada como un factor de riesgo para el desarrollo de MES, y
para el desarrollo de metastasis en ganglio centinela en individuos homocigotos
para ligandos HLA-C del grupo C2 (C2C2).

También es importante destacar el aumento de clones de células NK
KIR2DS1+ observado en pacientes con melanoma, que podria estar indicando
la activacion de una respuesta inmunolégica frente al tumor. Ademas, estos
clones de células NK KIR2DS1+ pueden ser altamente reactivos frente a las
células de melanoma en individuos homocigotos y heterocigotos para ligandos
HLA-C del grupo C1 (C1C1 y C1C2, respectivamente), mientras que serian
tolerantes en individuos homocigotos para ligandos HLA-C del grupo C2
(C2C2), lo que podria explicar porque dichos individuos tienen una mayor
susceptibilidad al desarrollo de melanoma y de metastasis en GC. Del mismo
modo, la ausencia de células NK KIR2DS1+ en los individuos con genotipo
KIR2DL1+/2DS1-C2C2, podria dar lugar a un ataque menos eficiente frente a
las células tumorales que explicaria la mayor susceptibilidad de dichos
individuos a desarrollar melanoma y metastasis en GC.

Por tanto, nuestros resultados, sugiren un papel importante de los clones
de células NK KIR2DS1+ en el ataque inmunolégico frente al melanoma, al
menos en estadios tempranos de la enfermedad.

Los hallazgos relativos al MN son de particular interés, ya que esta
variante de melanoma cutaneo es la mas agresiva y constituye el segundo
subtipo de melanoma mas comun en la poblacion caucasica (Warycha et al.
2008). Ademas, los resultados obtenidos respecto al desarrollo de metastasis
en ganglio centinela, también son relevantes, debido al creciente interés

existente en la identificacion de los factores que determinan la susceptibilidad
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al desarrollo de metastasis en ganglio linfatico centinela como lugar de
diseminacion inicial del tumor (Cochran et al. 2006).

Por tanto, los resultados aqui expuestos aportan informacién para la
comprensiéon de los mecanismos inmunoldgicos que conducen al desarrollo del
melanoma y su progresion, y pueden ser de interés para predecir la
susceptibilidad y el prondstico del mismo, e incluso, para abrir nuevas vias
terapéuticas con el objetivo de controlar la progresion del melanoma, teniendo
en consideracion los receptores KIR como dianas para la intervencién inmune
mediante la regulacion sus funciones inhibidoras y/o activadoras, asi como la
utilizacién de células NK KIR2DS1+ mediante estrategias de terapia celular

adoptiva para combatir el melanoma.

2. INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO DE LA REGION GENICA
NKC EN EL MELANOMA CUTANEO

En el presente trabajo, se ha investigado, por primera vez, la influencia
del polimorfismo de la regién génica NKC en el melanoma cutaneo. Se ha
estudiado una serie de 8 SNPs, 7 de los cuales (NKC-3, 4, 7, 9, 10, 11,12) se
localizan en el gen NKG2D y uno de ellos (NKC-17) en la region promotora del
gen NKG2A. Algunos de estos SNPs han sido asociados en la literatura con
susceptibilidad y/o proteccion a multiples patologias, como enfermedades
infecciosas, autoinmunes y diferentes tipos de cancer (Ma J et al 2010,
Piotrowski P et al 2012, Kabalak G et al 2010, Ghobadzadeh S et al 2013,
Roszak A et al 2012, Melum E et al 2008). En el ambito de las enfermedades
tumorales, se ha descrito una asociacion entre el genotipo CC del SNP NKC-3
y una mayor susceptibilidad al desarrollo de cancer de mama en un grupo de
pacientes de la poblacion irani de Yazd (Ghobadzadeh S et al 2013), y entre la
variante 72Thr del SNP NKC4 (rs2255336) y un efecto protector frente a la
progresion a estadios avanzados de cancer cervical en un estudio realizado en
un grupo de mujeres polacas (Roszak A et al 2012). Otros dos SNPs del gen
NKG2D (rs11053781 y rs2617167) han sido asociados con un mayor riesgo de
desarrollo de colangiocarcinoma en una cohorte europea de pacientes con
colangitis esclerosante primaria (Melum E et al 2008). Sin embargo, en el

presente estudio no se ha observado una asociacién entre los SNPs de la
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region NKC estudiados y el riesgo de desarrollar melanoma cutaneo. Del
mismo modo que los resultados del presente estudio, existe otro trabajo que
describe una ausencia de asociacion de los polimorfismos de NKG2D con el
desarrollo de colangiocarcinoma en una cohorte de pacientes procedente de
EEUU (Chaiteerakij R et al. 2012).

Por otra parte, el analisis de desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de
la region NKC estudiados, ha permitido identificar dos bloques de haplotipos, el
primer bloque o hb-1, constituido por los SNPs NKC-3, NKC-7, NKC-11 y NKC-
12, y el segundo bloque o hb-2, constituido por los SNPs NKC-4, NKC9 y NKC-
10. A diferencia de lo descrito en la poblacion japonesa (Hayashi et al 2006),
donde el SNP NKC-17 se encuentra asociado con los SNPs NKC-3, NKC-7,
NKC-11 y NKC-12, en la poblacién estudiada en el presente trabajo, no se ha
encontrado una asociacion de NKC-17 con el resto de los SNPs estudiados.
Por lo tanto, los haplotipos del bloque hb-1 detectados en nuestra poblacion
difieren de los haplotipos descritos en la poblacion japonesa (Hayashi et al
2006), lo que apunta a la existencia de variaciones étnicas en la composicién
de dichos haplotipos. Sin embargo, los haplotipos mas frecuentes del bloque
hb-2 en nuestra poblacion si coinciden con los descritos en la poblacion
japonesa.

El analisis de los dos haplotipos mayoritarios de los bloques hb-1 y hb-2,
no mostré asociacion con el riesgo de desarrollar melanoma en nuestra
poblacién, sin embargo la frecuencia de los haplotipos NK-2hb1 y NK-2hb2,
ambos previamente relacionados con una alta capacidad citotoxica de las
células NK vy linfocitos T CD8+ (Hayashi et al 2006), se encuentra disminuida
en el grupo de pacientes con melanoma. Ademas, también se ha observado un
menor riesgo de incidencia de melanoma en los individuos con genotipo NK-
1/NK-2 y NK-2/NK-2 del bloque hb-2. Estos resultados, indican que la
presencia del haplotipo que ha sido asociado con una alta capacidad citotdxica
(NK-2 del bloque hb2), podria estar asociada con una mayor proteccién frente
al desarrollo de melanoma. Para confirmar estos resultados, seria necesario
realizar estudios en series mas amplias de pacientes, asi como estudios
funcionales para demostrar que el haplotipo NK-2 del bloque hb2 se asocia a

una mayor capacidad citotdéxica de las células NK ‘in vitro”, lo que podria

179



Discusion

explicar el efecto protector de dicho haplotipo frente al melanoma. En esta
misma linea, existen otros estudios que han descrito una asociacion entre el
haplotipo de alta citotoxicidad HNK1 (equivalente al haplotipo NK-2hb1 de este
estudio) y una mejor evolucion clinica de los receptores de trasplantes de
médula 6sea HLA compatibles de donante no relacionado (Espinoza JL et al
2009), y también con un riesgo reducido de desarrollar cancer colorectal (Furue
H et al 2008). Sin embargo, en el presente estudio no se ha observado una
asociacion entre la presencia o ausencia de los dos haplotipos mas frecuentes
de ambos bloques (hb1 y hb2), y la supervivencia de los pacientes con
melanoma.

Estudiando otros haplotipos menos frecuentes en nuestra poblacion, se
observé una asociacion del haplotipo NK-3 del bloque hb-2, constituido por una
G en el SNP NKC-4, una A en NKC-9 y una T en NKC-10, con un mayor riesgo
de desarrollar melanoma cutaneo. No obstante, y debido a la baja frecuencia
del haplotipo NK-3 del bloque hb-2 en nuestra poblacion, es necesaria la
realizacion de estudios con poblaciones mas amplias para confirmar que dicho
haplotipo esta asociado con un mayor riesgo de desarrollar melanoma cutaneo.
Ademas, también seria de interés la realizacion de estudios funcionales para
determinar si dicho haplotipo podria estar asociado con una capacidad
citotoxica reducida de las células NK y linfocitos T CD8+, que explicaria la
asociaciéon observada entre este haplotipo y la susceptibilidad a desarrollar
melanoma cutaneo.

Por tanto, nuestros resultados muestran una ausencia de asociacion entre
los polimorfismos de nucleétido simple de la regién génica NKC, analizados
individualmente, y el riesgo de desarrollar melanoma cutaneo en nuestra
poblacién. Sin embargo, al estudiar los haplotipos de SNPs de la region NKC,
se observa una tendencia a la proteccién frente al melanoma en aquellos
individuos portadores del haplotipo NK-2 del bloque hb-2, previamente
asociado con una alta actividad citotoxica de las células NK vy linfocitos TCD8+,
asi como una asociacion entre el haplotipo NK-3 del bloque hb-2 y un mayor
riesgo de desarrollar melanoma cutaneo. No obstante, estos resultados tienen

que ser confirmados con series mas amplias.
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En el presente trabajo también se ha estudiado la expresion en
membrana del receptor NKG2D en células NK CD56%™, células NK CD56°"" vy
en linfocitos T CD8+ de sangre periférica en pacientes con melanoma en los
estadios I-ll (ausencia de metastasis en GC), estadio Il (presencia de
metastasis en ganglio centinela), y controles sanos. En dicho estudio se
observd un incremento en la expresion de NKG2D en células NK CD56dim,
células NK CD56°™9" vy linfocitos T CD8+ de pacientes con melanoma,
incluyendo pacientes en estadio I-1l y estadio Ill, con respecto al grupo control.
Ademas, el incremento observado en la expresiéon de NKG2D fue mayor en
pacientes en estadio lll que en aquellos pacientes en estadios I-Il.

NKG2D es un receptor de activacion primario en las células NK
responsable de inducir la actividad citolitica antitumoral. Su expresién es
constitutiva en las células NK en reposo pero se ha observado que puede
aumentar en un estado de activacion (Lépez-Larrea C et al, 2008). Asi, el
incremento en la expresion de NKG2D aqui descrito podria indicar una
activacién de las células NK vy linfocitos T CD8+ en sangre periférica de
pacientes con melanoma en estadios tempranos de la enfermedad. Estos
resultados, junto con los descritos previamente en células NK de pacientes con
melanoma metatasico en estadios avanzados (estadio 1V), en los que se ha
observado una disminucién en la expresion de NKG2D que, ademas, ha sido
asociada con una alteracion significativa en la actividad citotdxica de las células
NK de dichos pacientes (Konjevic G et al, 2007), sugieren la presencia de una
respuesta inmunitaria mediada por células NK vy linfocitosT CD8+ en fases
tempranas de la enfermedad, mientras que en etapas tardias de la misma se
podria favorecer el escape tumoral.

Ademas, se ha observado en experimentos realizados “In vitro” que la
expresion de NKG2D en células NK obtenidas a partir de pacientes con
melanoma metastasico aumenta en respuesta a la estimulacion con diversas
citocinas como IL-2, IL-12, IL-15 o IFN-y, y que este incremento en la expresién
de NKG2D se correlaciona con un aumento en la actividad y, en algunos casos,
en la citotoxicidad de las células NK de los pacientes (Konjevic G et al, 2010).
De hecho, ciertos agentes inmunomoduladores como la IL-2 y el IFN-y se han

empleado terapéuticamente en pacientes con melanoma metastasico,
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obteniéndose efectos beneficiosos y mejorando la respuesta inmunolégica

antitumoral (Konjevic G et al, 2010).

3. INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO DEL GEN MICA EN EL
MELANOMA CUTANEO.

En el presente trabajo, también se ha investigado por primera vez la
influencia del polimorfismo en los dominios extracelulares de la proteina MICA
en el melanoma cutaneo. Se ha detectado un total de 17 alelos MICA (ver tabla
49 de resultados), cuyas frecuencias en el grupo control son similares a las
descritas previamente en otras poblaciones caucasoides (Petersdorf et al 1999,
Hughes et al 2005, Mufioz-Saa et al 2006). Ademas, se ha observado una serie
de asociaciones positivas y negativas entre algunos de los alelos MICA
estudiados y el desarrollo de melanoma cutaneo. En un primer analisis, se
observd una asociacién positiva entre el alelo MICA*009 y el desarrollo de
melanoma cutaneo maligno. Estudios inmunoldgicos relacionados, como los
que investigan la enfermedad de Behget, también han encontrado una
asociacion positiva entre MICA *009 y el desarrollo de la enfermedad (Mizuki et
al 2007, Hughes et al 2005, Mufioz-Saa et al 2006); sin embargo, en dichos
estudios, la asociacion observada se explica por la existencia de un fuerte
desequilibrio de ligamiento con el alelo HLA-B*51.

Asi, y en base al desequilibrio de ligamiento previamente descrito entre
los alelos MICA *009 y HLA-B*51 (Petersdorf et al 1999, Gao et al 2006, Lucas
et al 2008), se realiz6 un analisis adicional con la finalidad de estudiar la
posible asociacion entre la combinacion MICA*009/B*51 y el desarrollo de
melanoma cutaneo. En dicho andlisis, se observd la existencia de una alta
asociacion entre los alelos MICA *009 y HLA-B*51 tanto en la poblaciéon de
pacientes con melanoma como en la poblacion de controles sanos. Dicha
asociaciéon fue mas fuerte en el grupo de pacientes que en el grupo control, lo
que sugiere que la combinacién MICA*009/B*51 puede estar asociada con una
mayor susceptibilidad al desarrollo de melanoma cutaneo. Sin embargo, esto
no se ha confirmado tras aplicar un modelo de regresion logistica multivariante,

lo que sugiere una asociacién entre el alelo MICA *009 y la susceptibilidad al
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melanoma cutaneo. No obstante, se requieren estudios con series mas amplias
para confirmar dicha asociacién. Otro hallazgo de este estudio, incluye una
disminucién de la frecuencia de MICA*002 en pacientes con melanoma, lo que
sugiere un efecto protector de dicho alelo frente al desarrollo de melanoma
cutaneo. No obstante, se requieren estudios con series mas amplias para
confirmar dicha asociacion. En esta linea, cabe destacar, que se ha descrito un
efecto protector de MICA*002 en otras patologias como la colangitis
esclerosante primaria (Norris et al 2001).

Por otro lado, el estudio del dimorfismo en la posicion 129 del dominio
extracelular a de MICA, no revel6 diferencias significativas entre los pacientes
con melanoma y los individuos sanos, a diferencia de lo que se ha observado
en otras patologias como la enfermedad inflamatoria intestinal (Lopez-
Hérnandez et al 2010), la enfermedad injerto contra huésped (Boukouaci et al
2009), la enfermedad de Behget (Mufioz-Saa et al 2006) y el cancer
nasofaringeo (Douik et al 2009), donde el genotipo MICA-129 ha sido descrito
como un biomarcador de susceptibilidad y/o proteccion a la enfermedad.
También se han publicado estudios caso/control que han analizado el
polimorfismo MICA a nivel transmembrana, donde no se ha identificado una
asociacion entre dicho polimorfismo y la aparicion de cancer de piel tipo
melanoma (Kennedy et al 2002, Metzelaar-Blok et al 2005).

Esta falta de asociacién entre el gen MICA vy el desarrollo de melanoma,
ha sido confirmada en estudios de asociacién del genoma completo (GWAS),
donde se han identificado algunas variantes genéticas asociadas con un mayor
riesgo de desarrollar melanoma (Bishop et al 2009, MacGregor et al 2011,
Brown et al 2008) que se encuentran en regiones (16924, 11914-q21, 9p21,
1921.3 y 20q911.22) distintas de la region donde se localiza el gen MICA
(6p21.3).
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4. MICA SOLUBLE EN EL MELANOMA CUTANEO.

Es conocido que los ligandos de NKG2D expresados en las células
tumorales estimulan la actividad citotéxica de células NK y células T
gammal/delta y coestimulan respuestas de células T (Bauer S et al 1999; Das H
et al 2001; Rincén-Orozco B et al 2005). Sin embargo, muchas células
tumorales liberan ligandos de NKG2D para evadir el ataque del sistema
inmunitario mediante diversos mecanismos, como el “splicing” alternativo, la
rotura mediada por PLC-PI, la liberacién proteolitica o la secrecion en
exosomas. En este sentido, se ha descrito que las moléculas MICA, como
ligandos de NKG2D, pueden ser solubilizadas mediante los mecanismos antes
indicados. De hecho, se han encontrado niveles aumentados de MICA en el
suero de pacientes con enfermedades autoinmunes, infecciones virales como
la infeccion por HIV (Matusali G et al 2013) y cancer. Asi mismo, también se ha
establecido una correlacién entre los niveles de MICA en suero y la
estratificacion clinica y los estadios de la enfermedad en varios tipos de cancer
(Holdenrieder S et al 2006) y en el carcinoma de células escamosas (Tamaki et
al 2008).

En lo referente al melanoma cutaneo, aunque se ha observado un
aumento de los niveles de MICA soluble en pacientes de melanoma, dichos
niveles no han sido asociados con el pronéstico de los mismos (Paschen A et
al 2009). A diferencia de lo observado en este estudio, en el presente trabajo,
no observamos diferencias significativas entre los niveles de MICA soluble en
el plasma de los pacientes con melanoma con respecto a los individuos sanos.
Sin embargo, se confirma la falta de asociacién entre los niveles de MICA
soluble y el pronéstico de la enfermedad.

Por el contrario, existen otros ligandos de NKG2D que si se han asociado
con el prondstico de los pacientes con melanoma, como es el caso de ULBP2,
cuya forma soluble en suero se ha encontrado aumentada en pacientes en
estadio Ill respecto a aquellos pacientes que se encuentran en los estadios I-ll,
pudiendo ser util como indicador de un peor prondstico en pacientes con

melanoma en estadios tempranos (estadios I-Ill) (Paschen A et al 2009).

184



Discusion

Al estudiar los niveles de MICA soluble de los pacientes de melanoma en
funcién del dimorfismo MICA-129, se observd una mayor concentracion de
MICA soluble en el plasma de pacientes con melanoma que presentan la
variante MICA-129Met. En este sentido, se ha descrito en ensayos ‘in vitro” con
lineas celulares de melanoma, que el dimorfismo MICA-129 afecta a la
densidad de expresion de MICA en la membrana plasmatica, de manera que la
variante MICA-129Met es retenida intracelularmente en mayor proporcion y
también es mas susceptible a la liberacion de la membrana plasmatica que la
variante MICA-129Val (Isernhagen A, 2016a). Ambos procesos, parecen limitar
la expresion de los ligandos MICA-129Met (que tienen una gran avidez de
union a NKG2D) en la superficie celular. Estos hallazgos, van en la misma linea
que los resultados del presente trabajo, en los que se observa un mayor nivel
de MICA soluble en el plasma de pacientes de melanoma que presentan la
variante MICA-129Met. Adicionalmente, también se describe una menor
supervivencia de los pacientes con melanoma que presentan la variante MICA-
129Met. Esta menor supervivencia podria explicarse, en primer lugar, por la
mayor retencion intracelular, asi como la mayor liberacion de los ligandos
MICA-129Met, que daria lugar a una baja expresion de moléculas MICA en la
membrana de las células de melanoma, lo que conduciria a una menor
activacién, mediada a través del receptor NKG2D, de las células NK vy linfocitos
TCD8+. Ademas, se ha demostrado que una expresiéon elevada de los ligandos
MICA-129Met sobre las células de melanoma, también podria conducir a una
regulacion negativa de la expresion del receptor NKG2D en células NK y
linfocitos T CD8+, que daria lugar a una menor activacion y coestimulacion de
las mismas, respectivamente (Isernhagen A, 2016b) (ver Figura 23A).

Estos dos fendmenos, podrian dar lugar a un ataque menos eficiente de
dichas células citotoxicas frente a las células del melanoma, facilitando el
escape tumoral, y una peor supervivencia de los individuos que presentan la
variante MICA-129Met.

Nuestros resultados, por tanto, no confirman la presencia, descrita en
estudios previos, de niveles aumentados de proteina MICA soluble en el suero
de pacientes de melanoma. Sin embargo, revelan la existencia de mayores

niveles de MICA soluble en el plasma de pacientes con melanoma que
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presentan la variante MICA-129Met, confirmando estudios previos realizados
‘in vitro” con lineas celulares de melanoma, asi como una asociacion entre la
variante MICA-129Met y una peor supervivencia a 10 afios de los pacientes de
melanoma, lo que sugiere que dicha variante podria estar asociada con una
respuesta inmunoldgica menos eficiente contra el melanoma que favoreceria la

progresion del mismo.

186



CONCLUSIONES



Conclusiones

De los resultados del presente trabajo se extraen las siguientes conclusiones:

1. El genotipo KIR2DL3+/C1+ se asocia a proteccion frente al desarrollo de
melanoma y de metastasis en ganglio centinela en pacientes diagnosticados de
MES y MN.

2. La ausencia de KIR2DL3 (KIR2DL2 en homocigosis) en pacientes
portadores de ligandos C1 podria representar un factor de riesgo para el
desarrollo de melanoma nodular y para la progresiéon a la ulceracion de la

lesion tumoral.

3. El genotipo KIR2DL1+2DS1-C2C2 podria ser considerado como un factor de
riesgo para el desarrollo de melanoma y de metastasis en ganglio centinela en

individuos diagnosticados de MES.

4. El aumento de clones de células NK KIR2DS1+ observado en pacientes de
melanoma sugiere un papel importante de dicha poblacion celular en la

respuesta inmunitaria frente al melanoma cutaneo.

5. Los SNPs de la regién NKC estudiados individualmente no parece presentar

asociacién con el desarrollo y/o prondstico del melanoma cutaneo.

6. El haplotipo NK-3 del bloque hb-2 de la region génica NKC parece estar

asociado con un mayor riesgo de desarrollo de melanoma cutaneo.

7. La expresion aumentada del receptor NKG2D en células NK vy linfocitos T
CD8+ observada en los pacientes con melanoma cutaneo parece indicar un

estado de activacion de las mismas.

8. El alelo MICA*009 parece estar asociado con un mayor riesgo de desarrollo
de melanoma cutaneo. No obstante, se requieren estudios con series mas

amplias para confirmar esta asociacion.
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9. El dimorfismo en posicion 80 del gen MICA no parece esta asociado con el

desarrollo del melanoma cutaneo.
10. La variante MICA-129Met esta asociada con un mayor nivel de MICA

soluble en plasma y una peor supervivencia de los pacientes de melanoma

cutaneo.
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